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1. Resumen 
La hipertensión es una patología que afecta aproximadamente a un tercio de la 
población adulta y constituye uno de los factores de riesgo de las enfermedades 
cardiovasculares, lo que supone un grave problema de salud pública mundial. La 
prevención primaria basada en el ejercicio físico y una dieta saludable representa una 
estrategia segura, viable y económica para controlar la hipertensión. Por ello, se están 
destinando notables esfuerzos en investigación para desarrollar alimentos funcionales 
que sean fácilmente incorporados a la dieta y que contribuyan al control y prevención de 
la hipertensión. Las leguminosas son uno de los alimentos básicos de la Dieta 
Mediterránea y se ha demostrado que su consumo frecuente está relacionado con la 
reducción de la presión arterial de individuos normotensos e hipertensos. Sin embargo, su 
utilización industrial para la obtención de alimentos funcionales no ha sido explorada 
hasta la fecha. La germinación y la fermentación pueden potenciar la calidad funcional de 
leguminosas a través de la mejora del contenido y la composición de compuestos 
bioactivos.  
La presente Tesis propone estudiar la efectividad de la germinación con elicitores y 
la fermentación en estados sólido y líquido con el objetivo de desarrollar alimentos e 
ingredientes con propiedades antihipertensivas derivados de lentejas castellanas y judías 
pintas. 
El proceso de germinación en judías se desarrolló utilizando diferentes elicitores 
para modificar el contenido y composición en fitoquímicos con propiedades 
antihipertensivas como los compuestos fenólicos y el ácido -aminobutírico (GABA). Se 
confirmó que su efectividad era dependiente del tiempo de germinación y del tipo de 
tratamiento. La aplicación de ácido glutámico durante 8 días condujo a una mayor 
acumulación de compuestos fenólicos totales y de GABA en los germinados, que se 
reflejó en una mayor actividad inhibidora de la enzima convertidora de angiotensina I 
(ECA), sin verse modificada la actividad antioxidante. 
Posteriormente, se llevó a cabo un estudio pormenorizado de los compuestos 
fenólicos de los germinados de 8 días de judías tratados con ácido ascórbico, ácido fólico 
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y ácido glutámico donde se observó que estos elicitores modifican la composición y 
actividad inhibidora de la ECA de la fracción fenólica. Todos los elicitores ocasionaron un 
descenso de la concentración total de compuestos fenólicos, aunque algunos glucósidos 
de flavanonas y flavonoles aumentaron. En todos los casos, la actividad inhibidora de la 
ECA de la fracción fenólica de los germinados fue superior con el empleo de elicitores, 
destacando especialmente el tratamiento con ácido fólico. 
El proceso de fermentación en estados líquido y sólido mejoró las propiedades 
antihipertensivas de lentejas castellanas, si bien ejercieron distinta influencia sobre el 
contenido de fitoquímicos y actividades antioxidante e inhibidora de la ECA de los 
extractos hidrosolubles obtenidos. La fermentación natural de lentejas maximizó la 
síntesis de GABA y de péptidos solubles, y produjo elevadas actividades antioxidante e 
inhibidora de la ECA. En judías pintas, la fermentación sólida causó el mayor aumento del 
contenido total de compuestos fenólicos solubles, de ácidos fenólicos y de la actividad 
antioxidante, mientras que la fermentación líquida fue el proceso más eficaz en la 
producción de GABA, de derivados hidroxicinámicos y potenció la actividad inhibidora de 
la ECA. 
En conjunto, estos estudios confirman la eficacia de los procesos de germinación y 
fermentación de lentejas castellanas y judías pintas en el desarrollo de alimentos e 
ingredientes con potenciales propiedades antihipertensivas que pueden tener una amplia 
aplicación en la industria alimentaria, con los consiguientes beneficios saludables y 
repercusiones socioeconómicas. 
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2. Introducción 
2.1 Hipertensión: importancia e incidencia 
La hipertensión es uno de los problemas más importantes de salud pública a nivel 
mundial ya que constituye el principal factor de riesgo en el desarrollo de las 
enfermedades cardiovasculares (ECV) y es responsable del 16,5% del total de las 
muertes anuales (OMS, 2013). 
La hipertensión se produce debido a la elevación crónica de la presión de la sangre 
proveniente del corazón contra las paredes de los vasos sanguíneos. Se caracteriza por 
una presión sistólica igual o superior a 140 mm Hg y una presión diastólica igual o 
superior a 90 mm Hg. Esta patología se clasifica en dos categorías: esencial o primaria y 
secundaria. La hipertensión esencial generalmente no está producida por una única 
causa específica e identificable sino que se debe a un conjunto de factores, intrínsecos 
(herencia genética y edad) y extrínsecos (estrés, estilo de vida y ambientales). Entre los 
factores extrínsecos cabe destacar los factores de riesgo conductuales como el consumo 
de tabaco, la ingesta de alcohol, el sobrepeso, la dieta no saludable y el sedentarismo, 
que son responsables de aproximadamente un 80% de los casos de hipertensión (OMS, 
2013). La hipertensión esencial constituye el 95% de los casos diagnosticados y el 50% 
de estos casos es sensible a la sal (Weinberger y col., 2001). La hipertensión secundaria 
se manifiesta como consecuencia de otra patología, como la hiperlipemia, el sobrepeso y 
la obesidad (Anderson y Major, 2012), la diabetes (Chiasson y col., 2003; McCue y col., 
2005) y las enfermedades renales o trastornos de las glándulas suprarrenales (Chen y 
col., 2009).  
Hasta hace unos años, la hipertensión se ha relacionado con la edad avanzada, sin 
embargo, su incidencia está aumentando de forma significativa entre la población más 
joven. Se estima que la hipertensión afecta al menos a un tercio de la población adulta y 
en el 50% de los casos el individuo hipertenso desconoce serlo (Chen y col, 2009; OMS, 
2013). Por continentes, la hipertensión afecta más a la población africana y en menor 
proporción al continente americano, prevalencia que parece estar asociada a países con 
rentas más bajas y, en todos los casos, afecta en mayor medida a los hombres que a las 
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mujeres (OMS, 2013). En España, el 34% de la población padece hipertensión arterial y 
su incidencia se eleva al 67% entre las personas mayores de 65 años. Es de destacar 
que en 2008, el 27% de los hombres y el 18,6% de las mujeres mayores de 25 años 
fueron diagnosticados de hipertensión, individuos que, a su vez, presentaron indicios de 
sobrepeso y diabetes incrementándose, con ello, el riesgo de presentar ECV (OMS, 
2013). 
En la actualidad, la presión arterial elevada es la causa inicial responsable del 45% 
de las muertes en el mundo por cardiopatías y del 51% por accidente cerebrovascular 
(OMS, 2013). En los próximos años se espera un aumento de la incidencia de la 
hipertensión, así como de las ECV derivadas (Hanson y col., 2014), de ahí el interés de 
las políticas gubernamentales por diseñar estrategias para la prevención y el control de la 
hipertensión, con el fin de reducir la carga económica que supone ésta y otras patologías 
asociadas para el sistema sanitario. 
 
 
Figura 1: Costes totales derivados de las ECV, enfermedad coronaria y enfermedad cerebrovascular 
en  2009 en la UE (Nichols y col., 2012). 
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Según las estadísticas europeas (Nichols y col., 2012), el coste global derivado de 
las ECV es de aproximadamente 196 billones de euros al año del cual el 54% se atribuye 
a los costes sanitarios directos, el 24% a la pérdida de productividad y el 22% al cuidado 
de los pacientes afectados (Figura 1). Además, aproximadamente el 19% de los costes 
debidos a las ECV se atribuyen a las enfermedades coronarias y el 18% a las 
enfermedades cerebrovasculares. En España, los costes por ECV ascendieron a 1,4 
millones de euros por la pérdida de productividad por mortalidad y de 940 mil euros por 
morbilidad. 
2.2 Patogénesis y tratamiento de la hipertensión 
La función más importante de la presión sanguínea es forzar la adecuada provisión 
de la sangre a través del sistema vascular a los tejidos. La regulación de la presión 
sanguínea es una función fisiológica compleja llevada a cabo por la acción integrada de 
los sistemas cardiovascular, renal, nervioso y endocrino (Hall y col., 2012). Por este 
motivo, la hipertensión arterial es una patología multifactorial en cuya patogénesis están 
implicados diversos mecanismos moleculares y sistemas metabólicos. Entre ellos 
destacan: 
A) Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona (SRAA). El SRAA es el sistema 
mejor conocido entre los que regulan la presión sanguínea. Este complejo sistema 
neuroendocrino protege al corazón, endotelio vascular, cerebro y riñón de una exposición 
sostenida a una presión sanguínea por encima de los valores fisiológicos. La activación 
del SRAA incrementa la presión sanguínea, fenómeno que produce un daño mecánico en 
el endotelio vascular, estimulando una respuesta inflamatoria local para reparar ese daño. 
La activación crónica de este sistema conduce a la hipertensión e induce una cascada de 
fenómenos proinflamatorios, protrombóticos y aterogénicos que dañan el endotelio 
vascular (Weir, 2007). El SRAA se activa cuando la renina, aspartil proteasa sintetizada 
en las células yuxtaglomerulares del riñón, es liberada al torrente circulatorio en respuesta 
a una disminución del flujo sanguíneo en el riñón. La renina escinde el angiotensinógeno, 
sintentizado en el hígado, dando lugar al decapéptido angiotensina I (Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-
His-Pro-Phe-His-Leu), que no tiene actividad biológica. La enzima convertidora de 
angiotensina I (ECA) cataliza la hidrólisis de la angiotensina I al octapéptido angiotensina 
II (Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe), que es biológicamente activo (Pacurari y col., 2014). 
Introducción 
8 
La angiotensina II se une a dos subclases de receptores específicos de membrana 
(AT1 y AT2). La mayor parte de los efectos fisiológicos de la angiotensina II están 
mediados por la activación de los receptores AT1 que produce, entre otras acciones, 
vasoconstricción, activación del sistema nervioso simpático a nivel central y periférico, y 
estimulación de la síntesis y liberación de aldosterona, con la consecuente retención de 
sodio y agua por el riñón que incrementa el volumen de fluído extracelular (Chen y col., 
2009). Todas estas acciones conducen a la elevación de la presión sanguínea. La 
activación de los receptores AT1 estimula, además, la actividad de las NADH y NADPH 
oxidasas, que inducen la formación de especies reactivas del oxígeno (ERO) en el tejido 
vascular (Griendling y col., 1994), la estimulación de la liberación del factor de crecimiento 
transformante (TGF-) y de otros factores de crecimiento y citoquinas, así como la 
oxidación del colesterol unido a lipoproteínas de baja densidad (LDL). Estas acciones 
contribuyen a la inducción de fenómenos inflamatorios y aterogénicos en el endotelio 
vascular (Weir, 2007).  
 
Figura 2: Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona (SRAA). 
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Los receptores AT1 están ampliamente distribuidos en tejidos y órganos como los 
vasos sanguíneos, el corazón, las glándulas suprarrenales, el hígado, el cerebro y los 
pulmones (Ferrario, 2006). Los receptores AT2 tienen acciones reguladoras antagonistas 
a las realizadas por los receptores AT1, como vasodilatación, inhibición del crecimiento 
celular, reparación de tejidos y apoptosis. La expresión de los receptores AT2, muy 
elevada en la etapa fetal, disminuye tras el nacimiento, motivo por el cual en el individuo 
adulto predominan las acciones mediadas por la activación del receptor AT1 (Zaman y 
col., 2002; Ferrario, 2006) (Figura 2). 
En condiciones fisiológicas, niveles elevados de angiotensina II inhiben la 
liberación de renina para normalizar la presión sanguínea. Sin embargo, en algunas 
formas de hipertensión este mecanismo de control no funciona correctamente, 
produciéndose una sobreexpresión de renina que conduce a una elevación continuada de 
la presión sanguínea (Zaman y col., 2002) (Figura 2). 
Adicionalmente, la ECA también cataliza la hidrólisis de la bradiquinina, 
nonapéptido vasodilatador, dando lugar a péptidos inactivos, acción que conduce a una 
vasoconstricción y, consecuentemente, a la elevación de la presión sanguínea (Chen y 
col., 2009) (Figura 2). 
La ECA (EC 3.4.15.1) es una metalopeptidasa dependiente de zinc con un peso 
molecular de 150-180 kDa. Existen dos isoformas de ECA en humanos: la somática, que 
se expresa en células endoteliales y epiteliales, por lo que está presente de forma ubicua 
en el organismo, y la germinal, presente exclusivamente en las células testiculares 
(Guang y Philips, 2009). Ambas isoformas presentan un dominio hidrofílico C-terminal 
citoplasmático, un dominio transmembrana que ancla la enzima a la membrana y un 
ectodominio N-terminal. En la isoforma somática, el ectodomino se divide, a su vez, en 
dos dominios homólogos (dominio N y dominio C), cada uno de los cuales contiene un 
centro activo con alta homología entre ellos pero con distintas constantes catalíticas 
(Peters, 1995) (Figura 3). El zinc se une a los centros catalíticos y actúa como cofactor. 
La ECA actúa como una enzima exopeptidasa, hidrolizando dipéptidos del extremo C-
terminal libre de la angiotensina I y de la bradiquinina (Guang y Philips, 2009). Algunos 
estudios demuestran que el dominio C de la ECA somática es el implicado en la 
regulación de la presión sanguínea (Ni y col., 2012). 
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Figura 3: Organización estructural de la ECA somática y germinal (Fuente: Ehlers y col., 2012, 
modificada). 
Dado el papel central que juega la ECA en la regulación de la presión sanguínea, 
el empleo de inhibidores de esta enzima es una de las estrategias terapéuticas utilizadas 
en el control de la hipertensión. Inhibidores sintéticos de la ECA han sido, de hecho, los 
primeros en emplearse para el tratamiento farmacológico de esta patología (Iwaniak y 
col., 2014). Los inhibidores de la ECA bloquean la hidrólisis de angiotensina I a 
angiotensina II e incrementan la disponibilidad de bradiquinina. En la actualidad, existe 
una amplia variedad de fármacos sintéticos inhibidores de la ECA indicados en el 
tratamiento de la hipertensión: benazepril, captopril, enalapril, fosinopril, lisinopril, zestril, 
moexipril, perindopril, quinapril, accupril, ramipril y trandolapril (Sweitzer 2003), que 
comparten un residuo estructural común que interacciona con el zinc del centro activo de 
la enzima (Ferrario, 2006). A pesar de que estos fármacos han demostrado una gran 
eficacia en la disminución de la presión sanguínea, su administración ocasiona efectos 
secundarios adversos. Entre ellos destacan la tos seca que afecta al 5-20% de los 
pacientes, y el angioedema que afecta al 0,1-0,5% de los individuos (Acharya y col., 
2003; Riordan, 2003), aunque también han sido descritos efectos fetotóxicos, anuria, 
hipocalvaria, displasia renal, fallo renal, malformaciones congénitas e, incluso, la muerte 
(Pryde y col., 1993; Cooper y col., 2006).  
La posibilidad de emplear la dieta como fuente de compuestos que inhiban la ECA 
es una alternativa natural, más segura y económica al uso de fármacos para la 
prevención y control de la hipertensión. 
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B) Estrés oxidativo. El estrés oxidativo se define como un desequilibrio entre las 
ERO y los mecanismos de defensa antioxidantes del organismo. Está ampliamente 
documentado que el estrés oxidativo contribuye a la etiología de la hipertensión 
(Kitiyakara, y Wilcox, 1998; Taniyama y Griendling, 2003; Kizhakekuttu y Widlansky, 
2010; Mansego y col., 2011). Las ERO se generan en condiciones fisiológicas como 
consecuencia del metabolismo celular por activación de diversas enzimas como la óxido 
nítrico sintasa endotelial (eNOS) desacoplada, la xantina oxidoreductasa, enzimas de la 
cadena respiratoria mitocondrial y la NADPH (Adlam y col., 2007; Nishino y col., 2008; 
Sedeek y col., 2009). En condiciones fisiológicas, las ERO regulan procesos celulares 
como la diferenciación, proliferación y apoptosis celular, el ciclo celular, la migración 
celular y organización del citoesqueleto y la expresión génica. En el sistema vascular, las 
ERO controlan la función endotelial y el tono muscular (Montezano y Touyz, 2014). Sin 
embargo, la formación incontrolada de ERO o una disminución de los mecanismos de 
defensa antioxidantes conducen al estrés oxidativo. 
El papel del estrés oxidativo en la hipertensión es complejo ya que puede ser la 
causa, la consecuencia o un factor potenciador de esta patología (Araujo y Wilcox, 2014). 
No se conocen todos los mecanismos por los que el estrés oxidativo está implicado en la 
patogénesis de la hipertensión, pero está ampliamente documentada la mediación de 
niveles elevados de ERO en varios sistemas y órganos como el cerebro, el corazón, los 
riñones y los vasos sanguíneos en el desarrollo de la hipertensión. A nivel del endotelio 
vascular, las ERO reaccionan con el óxido nítrico (ON) endotelial, molécula 
vasodilatadora producida por la eNOS y conducen a la formación de peroxinitrito, una 
potente molécula oxidante. La disminución de la biodisponibilidad de ON produce 
contracción de los vasos sanguíneos (Harrison y col., 2007). Además, el peroxinitrito 
oxida la tetrahidrobiopterina, cofactor de la eNOS, fenómeno que causa una disminución 
de la síntesis de ON y un aumento de la producción del ión superóxido (estado conocido 
como desacoplamiento de la eNOS) (Stuehr y col., 2001). La disminución de la síntesis y 
biodisponibilidad del ON y el incremento en la concentración de ERO contribuyen a la 
patogénesis de la hipertensión. 
Además, el estrés oxidativo en el endotelio vascular desencadena una cascada 
proinflamatoria, ya que las ERO activan el factor de transcripción nuclear  (NF-) en 
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las células endoteliales y aumenta la expresión de las quimioquinas en el músculo 
vascular liso, conduciendo al reclutamiento de células inflamatorias (monocitos y 
macrófagos) dentro de los vasos sanguíneos y a la producción de citoquinas (Crowley, 
2014). La activación del factor NF- estimula, además, la expresión del 
angiotensinógeno (Li y Brasier, 1996) activándose, por tanto, el SRAA. Adicionalmente, el 
estrés oxidativo incrementa la permeabilidad del endotelio vascular, facilitando la 
penetración de neoantígenos proinflamatorios en los vasos sanguíneos, que son 
responsables de la activación de la respuesta inmune adaptativa e innata (Sima y col., 
2009). Estos neoantígenos son moléculas endógenas del organismo que pueden oxidarse 
fácilmente, de modo que el organismo no las reconoce como propias. En este sentido, 
existen evidencias científicas que demuestran que la expresión de la proteína de shock 
térmico 70 (HSP70) está incrementada en los riñones y linfocitos de individuos con 
hipertensión (Parra y col., 2008; Pons y col., 2013). Esta proteína juega un papel muy 
importante en el desarrollo de la hipertensión porque induce la transformación de los 
linfocitos T en neoantígenos (Wendling y col., 2000) desencadenando una respuesta 
proinflamatoria cuando penetran a través del endotelio vascular. 
La implicación del estrés oxidativo en el desarrollo de la hipertensión sugiere que el 
consumo de sustancias antioxidantes podría contribuir a la prevención y control de esta 
patología. 
C) Inflamación. La implicación de los fenómenos inflamatorios en el desarrollo de 
la hipertensión ha sido ampliamente demostrada. En modelos animales de hipertensión 
se ha descrito la infiltración de células del sistema inmune innato, como macrófagos y 
monocitos, en los vasos sanguíneos. Ambos tipos de células expresan receptores para la 
angiotensina II y receptores mineralocorticoides que conducen a la generación de ERO 
por activación de la NADPH oxidasa (Virdis y col., 2014). El incremento de ERO en los 
vasos sanguíneos ocasiona una disminución de la biodisponibilidad del ON, como se ha 
explicado anteriormente. Los macrófagos y monocitos, además, activan células 
dendríticas que se acumulan junto con las células “natural killer” en la pared de los vasos 
sanguíneos, en el riñón y en el corazón y favorecen la activación de linfocitos B y T 
(Schiffrin, 2014). Los macrófagos, además, estimulan la liberación de citoquinas 
proinflamatorias, como el interferón-gamma (IFN-) por parte de las células “natural killer”. 
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La activación de linfocitos T en el riñón promueve, a su vez, la entrada de otras células 
proinflamatorias como los macrófagos, ocasionando una vasoconstricción renal y un 
incremento de la reabsorción de sodio, potenciándose la severidad de la hipertensión 
(Harrison y col., 2011). Los linfocitos T, a su vez, liberan el factor de necrosis tumoral-alfa 
(TNF-), el IFN- y las interleuquinas IL-6 y IL-17, que favorecen la lesión del endotelio 
vascular. 
El estrés oxidativo ocasiona, además, un aumento de la expresión de moléculas de 
adhesión celular (molécula de citoadhesión vascular-1, VCAM-1 y molécula de adhesión 
intercelular-1, ICAM-I) por parte del endotelio vascular. El aumento en la expresión de 
estas moléculas produce la adhesión de los leucocitos circulantes al endotelio vascular y 
su posterior extravasación. Este hecho, a su vez, lleva consigo la expresión de citoquinas, 
desencadenándose una cascada inflamatoria que daña el endotelio vascular (Schiffrin, 
2014), fenómeno que contribuye a la patología de la hipertensión. El daño del endotelio 
vascular así como los niveles de IL-6 elevados provocan, además, un aumento en la 
síntesis de la proteína C reactiva (PCR) por parte del hígado, incrementándose con ello 
sus niveles plasmáticos (Schillaci y Pirro, 2006; Vongpatanasin y col., 2014). El aumento 
en la concentración en plasma de la PCR reduce la producción de ON endotelial y 
estimula la liberación de endotelina-1, agente vasoconstrictor, favoreciéndose la 
disminución de la relajación del endotelio vascular, fenómeno implicado en el desarrollo 
de la hipertensión. Adicionalmente, la PCR incrementa la expresión de moléculas de 
adhesión celular y el reclutamiento de monocitos en el endotelio (Schillaci y Pirro, 2006). 
La inflamación del endotelio vascular induce, también, la síntesis de ciclooxigenasa 
2 (COX-2) (Félétou y col., 2011), enzima que cataliza la síntesis de prostaciclina (PGI2) a 
partir de ácido araquidónico. La activación de esta enzima provoca la generación del 
radical superóxido en el endotelio vascular, radical también implicado en la reducción en 
los niveles de ON (Virdis y col., 2014) y, en consecuencia, en la patogénesis de la 
hipertensión. 
Teniendo en cuenta la información expuesta, se puede deducir la elevada 
complejidad de los distintos mecanismos fisio-patológicos implicados en el desarrollo de 
la hipertensión, interrelacionados todos ellos entre sí (Figura 4). 
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Figura 4: Interconexión del SRAA, el estrés oxidativo y la inflamación y su implicación en la 
patogénesis de la hipertensión. 
Hasta este momento, no se han descrito fármacos de amplio espectro que actúen 
sobre distintas dianas moleculares implicadas en la hipertensión. Generalmente, se 
emplean fármacos que actúan sobre un solo mecanismo. Estos fármacos ocasionan 
efectos secundarios, como se ha indicado anteriormente, y son ineficaces en pacientes 
con hipertensión “resistente”. La prevención de la hipertensión a través de la dieta se 
presenta como una alternativa natural y segura al tratamiento farmacológico. En este 
sentido, el consumo de alimentos funcionales que actúen a nivel de varios de los 
mecanismos implicados en la hipertensión constituye una estrategia novedosa y valiosa 
para el control de esta patología. 
2.3 Aproximaciones dietéticas en la prevención y control de la 
hipertensión 
Entre las estrategias de prevención desarrolladas para combatir la hipertensión, las 
modificaciones dietéticas han ganado una mayor popularidad con el paso de los años, 
siendo una opción factible incluso desde la infancia. No existe una única aproximación 
dietética para la prevención y tratamiento de la hipertensión arterial, por tanto, las 
agencias internacionales intentan diversificar las recomendaciones. 
La sensibilidad a la sal (aumento ≥ 10% en la presión arterial media con el 
consumo de sal) ocurre en aproximadamente un 51% de los pacientes hipertensos. Por 
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tanto, la disminución de la ingesta de cloruro de sodio en la dieta es una de las primeras 
recomendaciones dietéticas que ha demostrado su utilidad en la reducción de la presión 
arterial en pacientes sensibles a la sal. Esta recomendación puede conseguir 
disminuciones de los niveles de tensión sistólica y diastólica de 2,5 y 3,9 mm Hg, 
respectivamente, las cuales están asociadas con reducciones en la eliminación de sodio 
de 50 a 100 mmoles/día en orina (Capuccio y col., 2006; Cook y col., 2007). Hasta el 
momento, la OMS recomienda una ingesta máxima de sal diaria de 5 g con el objeto de 
prevenir la hipertensión arterial (NAOS, 2009). 
Las dietas hipocalóricas también han demostrado ser una opción terapéutica en el 
control de la hipertensión, teniendo en cuenta que un elevado porcentaje de pacientes 
hipertensos son obesos. Las dietas que conducen a pérdidas de peso que oscilan entre 
un 5-10 % del peso inicial pueden disminuir los niveles de presión arterial sistólica y 
diastólica 6,3 y 4,3 mm Hg, respectivamente (Horvath y col., 2008). Dentro de las posibles 
modificaciones en la distribución de macronutrientes que se pueden realizar para 
prescribir una dieta hipocalórica, una de las más evaluadas es la disminución de las 
grasas saturadas y el incremento de las grasas poliinsaturadas. La reducción del 
consumo de grasas saturadas y el mayor consumo de ácidos grasos poliinsaturados (3 
y 6) o monoinsaturados (ácido oleico) se asocia a un descenso en los niveles de presión 
sanguínea (de Luis Román y col., 2008). 
El abordaje dietético más complejo e interesante realizado hasta el momento 
corresponde al estudio denominado DASH (Dietary Approaches to Stop Hypertension) 
(Appel y col., 1997). En este estudio se demostró que los niveles de presión arterial 
disminuían con una dieta rica en frutas, vegetales, leguminosas y lácteos (desnatados o 
semidesnatados). Desde el punto de vista nutricional, esta dieta es rica en proteínas 
vegetales, fibra, potasio, magnesio, calcio y baja en grasa total, grasa saturada y 
colesterol. Comparado con una dieta control, esta dieta redujo 5,5 y 3,0 mm Hg de media 
la presión arterial sistólica y diastólica, respectivamente, después de 8 semanas, tanto en 
individuos hipertensos como en normotensos. En un segundo trabajo, los mismos 
investigadores realizaron un diseño basado en DASH donde además se disminuyó el 
aporte de sodio para analizar el efecto adicional que se producía en los niveles de presión 
arterial (Vollmer y col., 2001). Los resultados de este trabajo demostraron que la 
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reducción de sodio con las recomendaciones dietéticas del estudio DASH disminuye la 
presión arterial sistólica  7,1 mm Hg en normotensos y 11,5 mm Hg en hipertensos. Más 
recientemente, Lima y col. (2013) observaron que los efectos saludables de las 
recomendaciones del estudio DASH con bajo aporte de sodio pueden mejorarse si, 
además, la dieta tiene un bajo índice glicémico. Otro estudio reciente sugiere que la dieta 
DASH puede ser considerada como tratamiento modelo también en adolescentes al 
haberse demostrado que reduce la prevalencia de la hipertensión y de otros componentes 
del síndrome metabólico (Saneei y col., 2013). 
Patrones dietéticos como la Dieta Mediterránea están asociados a niveles más 
bajos de presión sanguínea, como se ha puesto de manifiesto en numerosos estudios 
epidemiológicos y clínicos (Martinez-González y col., 2009; Domenech y col., 2014). La 
Dieta Mediterránea se caracteriza por un alto consumo de frutas, verduras, leguminosas, 
frutos secos y aceite de oliva. Otras características adicionales de esta dieta incluye el 
consumo de pescado y pollo en cantidades de moderadas a bajas, carnes rojas en bajas 
cantidades y un consumo moderado de vino tinto. Diferentes estudios indican que los 
beneficios saludables de la Dieta Mediterránea se deben, principalmente, a la interacción 
de los diferentes constituyentes de los alimentos más que a un solo grupo de alimentos 
(Grosso y col., 2014). 
A pesar del alto nivel de conocimientos existentes, la tendencia dietética de la 
población general se aleja de las recomendaciones nutricionales o patrones dietéticos 
como la Dieta Mediterránea, siendo necesarios esfuerzos adicionales que contribuyan a 
la prevención de la hipertensión. Como se ha expuesto anteriormente, la patogénesis de 
la hipertensión es multifactorial y, por lo tanto, es de gran importancia tener en cuenta el 
aporte de compuestos bioactivos multifuncionales en el desarrollo de nuevas estrategias 
dietéticas.  
Estudios recientes han comprobado que una dieta que combine diferentes 
componentes con actividad antiinflamatoria, antioxidante, antihipertensiva y prebiótica es 
capaz de reducir notablemente no sólo la presión arterial sino también otros 
biomarcadores de riesgo cardiometabólico en voluntarios sanos (Sirtori y col., 2009; Tovar 
y col., 2012). La adherencia a una dieta como hábito en el estilo de vida de la población 
es, a menudo complicada. Por tanto, otra alternativa al diseño de recomendaciones 
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dietéticas que ha suscitado un gran interés, es el desarrollo de nuevos alimentos 
multifuncionales que aporten beneficios saludables con base científica y puedan ser 
incorporados a los patrones alimentarios habituales de los consumidores (Hu, 2011). 
2.4 Las leguminosas y su papel en el control de la hipertensión 
Las leguminosas son uno de los alimentos clave dentro de la Dieta Mediterránea. 
Numerosos estudios epidemiológicos sustentan una relación beneficiosa entre el 
consumo de leguminosas y la presión arterial (Sacks y col., 2001; Elliot y col., 2006). El 
efecto positivo de las leguminosas en la presión arterial también se ha confirmado en 
numerosos estudios clínicos (Tabla 1).  
En dietas con restricción calórica se ha demostrado que el consumo de 
leguminosas reduce significativamente la presión sanguínea en individuos hipertensos y 
normotensos (Abete y col., 2009; Lee y col., 2009; Belski y col., 2011; Hermsdorff y col., 
2011). Recientemente, un meta-análisis determinó que la sustitución isocalórica de ciertos 
alimentos por leguminosas reduce significativamente la presión sistólica y diastólica, así 
como la presión arterial media en individuos hipertensos y normotensos (Jayalath y col., 
2014).  
No todas las leguminosas tienen la misma efectividad para atenuar la hipertensión. 
Un estudio de 2014 concluye que leguminosas como la judía, el guisante, la lenteja y el 
garbanzo reducen de forma similar algunos biomarcadores de riesgo cardiometabólico 
(colesterol total y colesterol-LDL) y sólo las lentejas reducen significativamente la presión 
arterial y el remodelado arterial en ratas espontáneamente hipertensas (Hanson y col., 
2014).  
Con estas evidencias científicas, numerosas asociaciones y organismos 
internacionales que destinan sus esfuerzos a la prevención y tratamiento de la 
hipertensión recomiendan el aumento del consumo de leguminosas. 
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2.5 Las leguminosas como fuente de compuestos 
antihipertensivos 
Las leguminosas presentan compuestos bioactivos a los que se les atribuye un 
efecto beneficioso sobre la presión sanguínea. Las leguminosas son fuente de proteína y 
polifenoles que parecen ser los responsables de los efectos antioxidantes, 
antiinflamatorios, inhibidores de la ECA y vasodilatadores (Azadbakht y col., 2007; Sites y 
col., 2007; Kitano-Okada y col., 2012; Boschin y col., 2014; Burris y col., 2014). Durante el 
procesado de leguminosas puede producirse la liberación de péptidos bioactivos, la 
transformación de compuestos fenólicos o la síntesis de nuevos compuestos como el 
ácido γ-aminobutírico (GABA) que pueden aportar beneficios adicionales en la reducción 
de la hipertensión. 
2.5.1 Proteínas 
Las leguminosas son una excelente fuente de proteína vegetal (20-40% de su peso 
seco) (Duranti, 2006). La mayoría de las proteínas de leguminosas son proteínas de 
almacenamiento que se clasifican en globulinas, albúminas, prolaminas y glutelinas en 
base a sus propiedades de solubilidad. Las globulinas son solubles en soluciones salinas 
representando aproximadamente el 70% del total de proteínas en la semilla. Las 
globulinas, a su vez, se clasifican en 7S y 11S de acuerdo a su coeficiente de 
sedimentación (S). Las globulinas 7S y 11S de guisante se conocen como vicilina y 
legumina, respectivamente, así que es común denominar a las globulinas de otras 
leguminosas como globulinas tipo vicilina y legumina. Las globulinas 7S y 11S son 
oligoméricas formando trímeros con masas moleculares de 175.000-180.000 Da y 
hexámeros con subunidades ácidas (~ 40.000 Da) y básicas (~ 20.000 Da), 
respectivamente (Duranti y Gius, 1997). Las globulinas tipo legumina de soja pueden 
formar agregados más grandes de coeficiente de sedimentación mayor (15S–18S) 
(Koshiyama, 1983). Un tercer tipo de las proteínas de almacenamiento, distinto de las 
leguminas y vicilinas, se purificó por primera vez de las semillas de guisante y se 
denominó “convicilina” (Croy y col., 1980). Esta proteína tiene un perfil de aminoácidos 
distintivo y, a diferencia de la vicilina, está menos glicosilada y en forma nativa está 
constituida por diferentes subunidades de 71.000 Da que dan lugar a una masa molecular 
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de 290.000 Da. Las convicilinas se encuentran en otras especies de leguminosas de los 
géneros Lathyrus, Lens, Pisum y Vicia y el tamaño de la extensión N-terminal difiere entre 
diferentes especies (Sáenz de Miera y col., 2008). Desde el punto de vista nutricional, 
todas las proteínas de almacenamiento tienen un contenido relativamente bajo de los 
aminoácidos azufrados metionina, cisteína y de triptófano, pero la concentración de otros 
aminoácidos esenciales como la lisina es mucho mayor que la de los cereales (Rockland 
y Radke, 1981; Ampe y col., 1986). 
Las albúminas son solubles en agua y engloban a proteínas enzimáticas, 
inhibidores de proteasas, inhibidores de amilasas y lectinas, todas ellas con masas 
moleculares de entre 5.000 y 80.000 Da. Las proteínas minoritarias de las leguminosas 
incluyen las prolaminas y glutelinas (Gupta y Dhillon, 1993; Saharan y Khetarpaul, 1994). 
Las prolaminas son solubles en soluciones alcohólicas y se caracterizan por tener una 
elevada proporción de prolina y glutamina. Por otro lado, las glutelinas son solubles en 
soluciones diluidas de detergentes ácidos o alcalinos y en presencia de agentes 
reductores o caotrópicos (Osborne, 1924). Las glutelinas contienen una mayor 
concentración de metionina y cistina que las globulinas y, por tanto, también son 
interesantes desde el punto de vista nutricional. 
Estudios observacionales muestran una fuerte asociación entre la ingesta de 
proteína de leguminosas y la reducción de la presión sanguínea (Altorf-van der Kuil y col., 
2010). Estas evidencias científicas se encuentran apoyadas por estudios clínicos 
aleatorizados y controlados en los que se ha observado que la ingesta de proteínas de 
leguminosas a expensas de los carbohidratos de forma isocalórica reduce la presión 
arterial en individuos obesos con pre-hipertensión e hipertensión grado 1 (Teunissen-
Beekman y col., 2012). 
Los mecanismos que subyacen al efecto beneficioso de la proteína de leguminosas 
en la presión arterial aún no están claros. Algunas hipótesis sugieren que la ingesta de 
proteína está relacionada con la síntesis celular de canales iónicos que podrían tener una 
influencia indirecta en las rutas de regulación de la presión sanguínea (Stamler y col., 
1996). Una elevada ingesta de proteína puede inducir natriuresis ocasionando una bajada 
de la presión sanguínea (He y col., 2005). Además de estas hipótesis, algunos estudios 
demuestran que las proteínas de soja aumentan la expresión del receptor de la insulina 
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reduciendo la resistencia a la insulina y la hiperinsulinemia, ambos fenómenos descritos 
como mecanismos patogénicos de la hipertensión secundaria (Iritani y col., 1997; 
Ruggenenti y col., 2009). La suplementación de proteína en la dieta puede resultar en una 
mayor concentración de los aminoácidos tirosina y triptófano en regiones del cerebro o de 
la pared de los vasos sanguíneos provocando una respuesta vasodilatadora (Anderson, 
1986). A su vez, el aminoácido arginina juega un papel muy importante en la 
vasodilatación porque se utiliza como sustrato en la síntesis de ON. Así, la actividad 
vasodilatadora observada en modelos animales de hipertensión tras el consumo de 
proteína de altramuz se relaciona con su alto contenido en arginina (Pilvi y col., 2006). 
Estudios in vivo sugieren que la proteína de soja puede prevenir o atenuar el 
desarrollo de ECV mediante su actividad antioxidante (Manzoni y col., 2003) y 
antiinflamatoria (Burris y col., 2014). La globulina 7S de soja interacciona con la 
tioredoxina 1 y la ciclofilina B, dos componentes celulares que están implicados en la 
protección del organismo al estrés oxidativo (Manzoni y col., 2003). Más recientemente, 
se ha demostrado que la proteína de soja puede inhibir la respuesta inflamatoria 
dependiente del factor de transcripción NF-β (Burris y col., 2014). 
2.5.2 Péptidos bioactivos 
Los péptidos bioactivos se definen como secuencias de aminoácidos inactivos en 
el interior de la proteína precursora que ejercen determinadas actividades biológicas tras 
su liberación mediante hidrólisis química o enzimática (Möller y col., 2008). 
Generalmente, son péptidos de pequeño tamaño, de 2 a 20 aminoácidos (aunque en 
algunas ocasiones pueden exceder esta longitud), que son liberados durante el 
procesado industrial de los alimentos o bien durante la digestión gastrointestinal 
(Erdmann y col., 2008). Tras su administración oral, los péptidos bioactivos pueden 
ejercer su efecto sobre los sistemas cardiovascular, digestivo, inmunológico y nervioso. 
La literatura científica evidencia que estos péptidos pueden atravesar el epitelio intestinal 
y llegar a tejidos periféricos a través de la circulación, pudiendo ejercer funciones 
específicas a nivel local, en el tracto gastrointestinal y a nivel sistémico (Hernández-
Ledesma y col., 2011). Los péptidos bioactivos pueden influir en el metabolismo celular y 
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actuar como vasoreguladores, factores de crecimiento, inductores hormonales y 
neurotransmisores (Möller y col., 2008). 
Se han identificado un gran número de péptidos bioactivos procedentes 
mayoritariamente de las leguminas, vicilinas y convicilinas como los responsables de la 
actividad antihipertensiva observada en hidrolizados proteicos o productos fermentados 
derivados de leguminosas (Tabla 2). Muchos de los péptidos descritos hasta ahora han 
demostrado actividad inhibidora de la ECA capaz de regular el SRAA y provocar la 
reducción de la presión arterial en ratas espontáneamente hipertensas (Shin y col., 2001; 
Rhyu y col., 2002). Varios estudios han identificado diversas características estructurales 
que influyen en la potencia inhibidora de la ECA de péptidos derivados de proteínas 
alimentarias (Tan y col., 2013; Iwaniak y col., 2014). La mayoría de los péptidos 
inhibidores de la ECA son secuencias relativamente cortas entre 2 y 12 aminoácidos. Los 
tres últimos aminoácidos del extremo C-terminal juegan un papel predominante en la 
unión competitiva al centro activo de la enzima. Se ha descrito que la ECA prefiere 
sustratos o inhibidores que contienen aminoácidos hidrofóbicos (aromáticos o de cadenas 
laterales ramificadas) en cada una de las tres últimas posiciones del extremo C-terminal. 
La hidrólisis de las proteínas de leguminosas durante el procesado o la digestión 
gastrointestinal también puede dar lugar a la liberación de péptidos antioxidantes (Tabla 
2). La actividad antioxidante de péptidos derivados de leguminosas se ha demostrado in 
vitro e incluye varios mecanismos como la adsorción de iones metálicos y la 
neutralización de radicales libres mediante donación de electrones o protones (Darmawan 
y col., 2010; Carrasco-Castilla y col., 2012; Medina-Godoy y col., 2012; Garcia-Mora y 
col., 2014, 2015). Existe una relación directa entre la estructura de los péptidos y su 
actividad antioxidante y se ha demostrado que secuencias ricas en histidinas y 
aminoácidos hidrofóbicos confieren actividad antioxidante (Elias y col., 2008). 
En el caso de emulsiones alimentarias y liposomas, los péptidos pueden actuar 
como barrera física alrededor de las gotas de grasa evitando su oxidación. De acuerdo 
con Kong y Xiong (2006), los péptidos pequeños pueden difundirse a la interfase agua-
aceite del liposoma quedando adsorbidos o débilmente unidos a los fosfolípidos de la 
membrana, zona donde normalmente tiene lugar la oxidación. 
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2.5.3 Polifenoles 
El término polifenol agrupa a una serie muy heterogénea de compuestos que se 
caracterizan por presentar un anillo aromático con al menos un radical hidroxilo y una 
cadena lateral funcional. Debido a su complejidad estructural, los polifenoles o 
compuestos fenólicos se clasifican, teniendo en cuenta la estructura química de su 
esqueleto carbonado, en las siguientes familias: los compuestos fenólicos no 
flavonoideos, entre los que se encuentran los ácidos y aldehídos hidroxibenzoicos e 
hidroxicinámicos; los compuestos fenólicos flavonoideos como los flavonoles, flavonas, 
flavanonas e isoflavonas, antocianidinas y los flavan-3-oles conocidos normalmente como 
catequinas que son la base de los taninos condensados; los compuestos fenólicos 
polimerizados que incluyen taninos y ligninas; y los compuestos fenólicos minoritarios 
como quinonas, estilbenos y betacianinas (Tabla 3). 
Las leguminosas son una fuente importante de polifenoles y su composición y 
contenido varía notablemente no sólo debido a factores genéticos dependiendo de la 
especie y variedad a la que pertenezcan, sino también debido a factores edafoclimáticos 
durante su cultivo, estado de madurez y condiciones de almacenamiento de la semilla 
(Dueñas y col., 2006). En la Tabla 4 se incluye el contenido en compuestos fenólicos 
totales de las leguminosas de consumo humano más representativas y, de todas ellas, la 
lenteja destaca por presentar el contenido más alto, hasta 753 mg GAE/100g de su peso 
seco. 
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Tabla 3: Familias de compuestos fenólicos 
 
Compuestos fenólicos no flavonoideos 
 
C6 Fenoles sencillos 
  
C6-C1 Alcoholes, aldehídos, cetonas y ácidos benzoicos 
  
C6-C2 
Acetofenonas 
Alcoholes y ácidos fenilacéticos 
Ácidos mandélicos 
  
C6-C3 
Alcoholes, aldehídos y ácidos cinámicos   
Alcoholes y ácidos 3-fenil-1-propanoicos 
Cumarinas 
Isocumarinas 
Cromonas 
  
 
Compuestos fenólicos flavonoideos 
 
C6-C3-C6 
Calconas, dihidrocalconas 
Flavonas, flavanonas 
Isoflavonas 
Flavonoles, flavanonoles 
Antocianos 
Auronas 
Flavanoles 
  
 
Compuestos fenólicos polimerizados 
 
(C6-C1)n Taninos hidrolizables 
(C6-C3-C6)n Taninos condensados 
(C6-C3)n Ligninas 
  
 
Compuestos fenólicos minoritarios 
 
C6, C10, C14 Quinonas 
C6-C1-C6 Benzofenonas, xantonas 
C6-C2-C6 Estilbenos 
C18 Betacianinas 
C30 Biflavonoides 
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Tabla 4: Contenido en compuestos fenólicos totales de las leguminosas 
Leguminosa 
Fenoles totales 
(mg GAE /100 g) 
Referencia 
Judía mungo 355 
Turkmen y col. (2005) 
Guisante 183 
Guisante verde 107-153 
Xu y Chang (2007) 
Guisante amarillo 113-167 
Lenteja  102-753 
Garbanzo 141-167 
Judía roja 123-590 
Judía negra 128-689 
 
En las leguminosas se encuentran representadas la mayor parte de las familias de 
los compuestos fenólicos. Referente a los compuestos no flavonoideos, generalmente se 
encuentran en forma libre como ésteres solubles o unidos a polisacáridos y a proteínas. 
En la testa de las leguminosas, que es el tejido más rico en polifenoles (Dueñas y col., 
2006), se han identificado ésteres solubles de los ácidos p-hidroxibenzoico, 
protocatéquico, siríngico, gálico, trans-p-cumárico y trans-ferúlico. Dentro del grupo de los 
flavonoides, en las leguminosas se encuentran los flavanoles, flavan-3-oles, isoflavonas, 
flavonas, flavanonas y antocianos, estando la mayoría de ellos presentes en forma 
glicosilada (Dueñas y col., 2004, Lopez-Amoros y col., 2006). 
La judía es la leguminosa más rica en ácidos fenólicos (hidroxibenzoicos e 
hidroxicinámicos) y derivados. A modo de ejemplo, la Figura 5 recoge los principales 
compuestos fenólicos identificados en la judía pinta. 
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Figura 5: Composición fenólica de la judía pinta (Phenol-Explorer database: www.phenol-
explorer.eu/food). 
La lenteja es la leguminosa más rica en flavonoides, cuya composición fenólica se 
esquematiza en la Figura 6. Esta leguminosa destaca por su elevado contenido en 
proantocianidinas, que llegan a alcanzar concentraciones entre 270 y 650 mg/100 g (Jin y 
col., 2012). Las proantocianidinas que se han descrito en lenteja son de tipo B y están 
compuestas por subunidades de catequina, (-)-epicatequina, (-)-epigalocatequina y (+)-
galocatequina, siendo más abundantes los polímeros de grado de polimerización de 7 a 
9, seguidos de oligómeros de entre 4 y 5 subunidades (Dueñas y col., 2003). 
 
Ácido hidroxibenzoico
Compuesto mg/100g de peso 
seco
ρ-hidroxibenzoico 1,0
Flavanoles
Compuesto mg/100g de peso 
seco
(+) catequina 3,2
(+) catequina Ο-hexosido 5,5
(+) catequina Ο-acilhexosido 1,6
1% 4% 1%4%
53%
37%
Antocianinas
Compuesto mg/100g de peso 
seco
Glucósidos de cianidina 0,03
Glucósidos de pelargonidina 0,19
Derivados de malvidina 0,01
Flavonoles
Compuesto mg/100g de peso 
seco
Glucósidos de quercetina 0,2
Glucósidos de kanferol 0,01
Isorhamnetina Ο-acilhexosido 0,02
Flavonas
Compuesto mg/100g de peso 
seco
Glucósidos de eridictiol 0,2
Hesperetina Ο-glucourónico-
hexosido 0,6
Derivados de naringenina 0,2
Ácidos hidroxicinámicos
Compuesto mg/100g de peso 
seco
Ferúlicos 0,2
Trans-ρ-cumárico 1,0
Derivados del ácido ferúlico 5,7
Derivados del ácido sinápico 7,6
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Figura 6: Composición fenólica de la lenteja (Phenol-Explorer database: www.phenol-
explorer.eu/foods; Jin y col., 2012). 
Los polifenoles son los compuestos que más contribuyen a la actividad 
antioxidante de leguminosas (Oomah y col., 2011). Dueñas y col. (2006) demostraron que 
las flavonas, flavonoles y proantocianidinas contribuyen en mayor medida a la actividad 
antioxidante de la testa de lentejas y guisantes, mientras que la catequina lo hace en la 
actividad antioxidante del cotiledón. La actividad antioxidante de extractos de 
leguminosas ricos en polifenoles se ha confirmado tanto en estudios in vitro como in vivo 
(Reynoso-Camacho y col., 2006; Yao y col., 2012; Talukdar, 2013; Zhao y col., 2014). Los 
mecanismos de acción por los que los compuestos fenólicos ejercen actividad 
antioxidante engloban la neutralización de radicales libres, el efecto quelante sobre iones 
metálicos, la inhibición de enzimas implicadas en la producción de ERO (Rocha-Guzmán 
y col., 2007; Aguilera y col., 2010) y la activación de la expresión de enzimas implicadas 
en la detoxificación celular como la superóxido dismutasa, la catalasa, la glutatión 
peroxidasa, la glutatión S-transferasa y la NADPH quinona oxidoreductasa 1 (NQO1) 
0,01% 9%
90%
1%
Flavonas
Compuesto mg/100g de peso 
seco
Glucósidos de apigenina 0,8
Glucósidos de luteolina 0,3
Luteolina 0,03
Flavonoles
Compuesto mg/100g de peso 
seco
Glucósidos de quercetina 0,2-0,5
Kanferol 1,4
Glucósidos de kanferol 37-50
Glucósidos de miricetina 0,6-1,2
Ácidos fenólicos
Compuesto mg/100g de peso 
seco
Protocatéquico 0,12-0,7
Derivados del ácido         
ρ-cumárico 2,1-3,7
Hidroxibenzoico 0,34
Flavan-3-oles y proantocinidinas
Compuesto mg/100g de peso 
seco
Catequina 3-Ο-glucósido 3,1-4,4
(+) catequina 3,4
(-) epicatequina 0,4
Proantocianidinas 270-650
Dímeros de procianidinas 1,4-1,6
Dímeros de prodelfinidinas 1,4
Trímeros de prodelfinidinas 1,7-3,1
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(Oomah y col., 2010; Spanou y col., 2012). A través de todos estos mecanismos se 
sugiere que los polifenoles poseen un efecto beneficioso en la hipertensión mejorando la 
disfunción endotelial causada por el estrés oxidativo (Vita, 2005). 
Otro mecanismo crucial por el que los polifenoles pueden prevenir o controlar la 
hipertensión incluye el aumento de la biodisponibilidad del ON en el endotelio vascular 
(Eyster y col., 2012). Se ha descrito que los polifenoles de la judía reducen la presión 
sanguínea en modelos animales de hipertensión aumentando la producción de ON a 
través de la modulación de la expresión de la enzima óxido nítrico sintasa inducible 
(iNOS) en la aorta y el riñón (Mukai y Sato, 2009). 
En la actualidad, existe una amplia información científica sobre los mecanismos de 
acción de isoflavonas en la regulación de la presión arterial que han sido revisados 
recientemente por Eyster y col. (2012). Estos compuestos fenólicos pueden regular la 
presión arterial mediante efectos vasodilatadores, inhibidores de la vasoconstricción, 
antioxidantes y efectos positivos en la función renal. Los efectos vasodilatadores de las 
isoflavonas pueden mediarse por mecanismos dependientes o independientes del 
endotelio vascular. Las isoflavonas, al igual que otros flavonoides de leguminosas, 
ejercen efectos vasodilatadores actuando en el SRAA a través de la inhibición de la ECA 
(Ojeda y col., 2010). La reducción de la vasoconstricción mediada por isoflavonas ocurre 
a través de su interacción con canales iónicos en las células del músculo liso vascular o 
regulando la expresión génica mediada por los receptores de esteroides (receptor 
activador del proliferador de peroxisomas, PPAR; receptor X del pregnano, PXR) o los 
receptores de estrógeno (Eyster y col., 2012). 
Por último, la actividad antiinflamatoria de los polifenoles también puede contribuir 
a mejorar la función endotelial y prevenir o atenuar el desarrollo de la hipertensión 
(Khurana y col., 2013). Los polifenoles inhiben enzimas implicadas en la síntesis de 
mediadores inflamatorios como la ciclooxigenasa 2 (COX-2), la lipooxigenasa (LPO) y la 
citocromo P450 monoxigenasa (Mitjavila y Moreno, 2012; Khurana y col., 2013). 
Adicionalmente a este mecanismo, los polifenoles de leguminosas pueden interferir con 
las rutas de señalización celular involucradas en la inflamación (Vazquez-Prieto y col., 
2012). 
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2.5.4 Ácido γ-aminobutírico (GABA) 
El GABA es un aminoácido libre no proteico de cuatro carbonos que se encuentra 
ampliamente distribuido en bacterias, plantas y vertebrados. 
 
Figura 7: Molécula del ácido γ-aminobutírico (GABA). 
Este aminoácido se forma a partir de la α-descarboxilación del ácido glutámico por 
la enzima glutamato descarboxilasa (GD; EC. 4.1.1.15) (Satya-Narayan y Nain, 1990). En 
las plantas, su actividad está regulada por la calmodulina (Bouche y Fromm, 2004) y es 
estimulada por la falta de oxígeno y la acidificación del medio (Rhodes, 2009). En plantas 
y animales, el GABA, una vez sintetizado, puede continuar en la denominada “shunt 
GABA” para generar ATP por la acción de dos enzimas mitocondriales, la GABA 
transaminasa (GABA-T) y la succinato semialdehído deshidrogenasa (SSADH), jugando 
un papel esencial en el metabolismo celular. 
En los animales, el GABA se encuentra en el cerebro en altas concentraciones y 
juega un papel fundamental en la neurotransmisión. Aproximadamente, el 60-75% de 
todas las sinapsis son GABAérgicas (Schwart, 1988). Mediante la activación de los 
receptores de GABA se promueve la tasa de crecimiento de los procesos neuronales, 
facilita la formación de sinapsis y promueve la síntesis de proteínas específicas. Los 
receptores de GABA están localizados en la membrana postsináptica y se clasifican en 
tres grupos: A o alfa, B o beta y C o gamma.  
Los receptores GABAA median las transmisiones sinápticas inhibitorias rápidas 
regulando la excitación neuronal y los cambios rápidos de humor. Así, la ansiedad, el 
pánico y las respuestas al estrés son regulados por los receptores GABAA (Borden y col., 
1994). Los receptores GABAB median las transmisiones inhibitorias lentas que parecen 
ser importantes en la memoria, el estado de ánimo y el dolor (Meldrum y Chapman, 
1999). El papel fisiológico de los receptores GABAc aún se desconoce.  
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Las alteraciones en los circuitos GABAérgicos están asociados con la corea de 
Huntington, la enfermedad de Parkinson, la demencia senil, la enfermedad de Alzheimer y 
la esquizofrenia (Wong y col., 2003). Por ejemplo, se ha descrito que en los enfermos de 
Alzheimer la concentración de GABA en el cerebro está por debajo de la normalidad 
(Seidl y col., 2001). La administración oral o venosa no cambia las concentraciones de 
GABA en el cerebro ya que este aminoácido es impermeable a la barrera 
hematoencefálica (Hayakawa y col., 2004), por lo tanto, la administración de GABA no ha 
encontrado su aplicación clínica en el tratamiento de enfermedades mentales. 
En cambio, el GABA ha adquirido un gran interés científico como agente 
antihipertensivo. Numerosos estudios científicos en animales de experimentación y 
humanos han demostrado que el consumo de alimentos ricos en GABA o la inyección 
directa de este aminoácido reduce significativamente la presión sanguínea (Diana y col., 
2014). Algunos de estos estudios fueron realizados con alimentos derivados de 
leguminosas ricos en GABA. Por ejemplo, la presión sistólica en ratas espontáneamente 
hipertensas disminuyó notablemente despues de 8 semanas de administración oral de 
bebida de soja rica en GABA (1,36 mg GABA/kg peso/d) (Liu y col., 2011). De forma 
similar, el consumo de salsa de soja enriquecida en GABA (1 mg/kg peso/d) durante 6 
semanas redujo la presión sanguínea sistólica (Yamakoshi y col., 2007). Otros estudios 
observaron los mismos resultados al administrar soja fermentada o un suplemento de 
soja, ambos ricos en GABA, a la dieta de animales de experimentación espontáneamente 
hipertensos (Aoki y col., 2003; Shizuka y col., 2004). 
Los efectos antihipertensivos que resultan de la administración oral de GABA han 
sido explicados por sus acciones en los tejidos periféricos (vasos sanguíneos y sistema 
nervioso autónomo). El GABA inhibe el aumento de la presión de perfusión inducida por 
la estimulación de los nervios perivasculares regulando y estabilizando la presión 
sanguínea (Hayakawa y col., 2004). También parece ejercer una acción hipotensora 
mediante la inhibición de la liberación de noradrenalina por las fibras nerviosas simpáticas 
del lecho arterial mesentérico uniéndose a los receptores GABAB presinápticos 
(Hayakawa y col., 2004). 
El GABA está presente de forma natural en las semillas de leguminosas en bajas 
concentraciones (0,25-0,46 mg/g peso seco) (Martínez-Villaluenga y col., 2006). Sin 
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embargo, los procesos biotecnológicos como la germinación o fermentación disparan la 
síntesis de GABA, con lo que los alimentos derivados de leguminosas obtenidos por estos 
procedimientos suponen un aporte importante de este aminoácido (1,1-3,7 mg/g peso 
seco) (Martínez-Villaluenga y col., 2006; Yamakoshi y col., 2007; Pradeep y col., 2011; 
Liao y col., 2013). Por este motivo, ambos procesos han sido seleccionados para el 
diseño de alimentos con potencial actividad antihipertensiva.  
2.6 Empleo de procesos tecnológicos para favorecer la síntesis 
de compuestos bioactivos en las leguminosas 
La aplicación de procedimientos tecnológicos a las semillas de leguminosas ha 
permitido poder incorporarlas a la dieta de los humanos desde tiempos ancestrales y 
convertirlas en alimentos comestibles especialmente nutritivos que han contribuido al 
desarrollo y la evolución. Entre ellos, la germinación y la fermentación se han utilizado 
ampliamente con estos fines, ya que ambos conducen a la modificación de los 
constituyentes presentes en las leguminosas así como a fenómenos hidrolíticos que 
provocan una disminución de la concentración de compuestos no nutritivos y una mejora 
de su calidad nutritiva, funcional y de sus propiedades organolépticas (Starnzynska-
Janiszewska y col., 2012; López y col., 2013). 
2.6.1 Germinación. 
2.6.1.1 Modificación de los constituyentes de las leguminosas durante la 
germinación. 
La germinación de leguminosas para consumo humano tiene su origen en los 
países de Oriente, donde estos alimentos constituyen una parte importante de la dieta de 
la población desde hace siglos. En los últimos años, sin embargo, los germinados de 
leguminosas han ganado gran popularidad entre los consumidores en los países 
occidentales, al considerarse alimentos saludables de alto valor nutritivo, que pueden ser 
consumidos crudos o elaborados. 
La germinación es un proceso metabólico de enorme complejidad en el que la 
semilla pasa de un estado quiescente a una fase metabólica activa responsable de 
proporcionar la energía y nutrientes necesarios para el desarrollo de la nueva planta 
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(Paucar-Menacho y col., 2010). Este proceso implica una gran variedad de cambios 
fisiológicos y bioquímicos en la semilla que incluyen la síntesis, transformación y 
degradación de los compuestos (Rumiyati y col., 2013). La germinación comienza con la 
absorción de agua por parte de la semilla y finaliza con la emergencia de la plántula a 
través de las cubiertas. Para que la germinación tenga lugar, es necesario que existan 
factores externos favorables: humedad responsable de la hidratación de la semilla, 
disponibilidad de oxígeno que permita la respiración aerobia y temperatura adecuada 
para que se inicien los procesos metabólicos que darán lugar al desarrollo de la nueva 
planta (Nonogaki y Bassel, 2010). 
Durante la germinación se activan enzimas amilolíticas, lipolíticas y proteolíticas 
que hidrolizan los compuestos de reserva de la semilla y se modifican las características 
nutritivas, funcionales y organolépticas de los germinados obtenidos. Existe una extensa 
información bibliográfica indicando que la germinación mejora la calidad nutricional de las 
leguminosas al aumentar la digestibilidad de proteínas y almidón, el contenido de fibra 
dietética, de azúcares sencillos (Vidal-Valverde y col., 1992; Frias y col., 1996; Urbano y 
col., 2005; Ghavidel y Prakash, 2007; Torres y col., 2007; Martín-Cabrejas y col., 2008; 
Benitez y col., 2013), de aminoácidos libres (Kuo y col., 2004; Martinez-Villaluenga y col., 
2006), la disponibilidad de la lisina (Rodriguez y col., 2007), la disponibilidad de minerales 
(Khalil, 2001; Mbithi-Mwikya y col., 2001; Ghavidel y Prakash, 2007) y la biosíntesis de 
vitaminas (Frias y col., 2005; Fernandez-Orozco y col., 2006; Doblado y col., 2007; 
Sangronis y Machado, 2007; Guo y col., 2012; Huang y col., 2014). Conjuntamente con el 
aporte nutricional que supone, la germinación es un proceso atractivo por ocasionar un 
descenso en la concentración de compuestos no nutritivos (Frias y col., 1995,1996; 
Kozlowska y col., 1996; Mwikya y col., 2001; Martínez-Villaluenga y col., 2008) y una de 
las razones por las que se les atribuye un valor añadido saludable. 
A parte de la mejora nutritiva que atrae la atención sobre los germinados de 
leguminosas, este proceso tiene un efecto relevante sobre las proteínas de las 
leguminosas. Durante la germinación, las proteínas son hidrolizadas a polipéptidos, 
péptidos y aminoácidos más fácilmente asimilables, como consecuencia de la activación 
de las enzimas proteolíticas (Urbano y col., 2005; Martínez-Villaluenga y col., 2006; 
Rodriguez y col., 2007; Gulewicz y col., 2008). Bandad y col. (2009) observaron el 
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aumento en los niveles de proteasas ácidas, neutras y alcalinas durante los primeros días 
de germinación de la lenteja. Estos autores pusieron de manifiesto la liberación de 
péptidos bioactivos con actividad inhibidora de la ECA durante la germinación de lenteja 
en oscuridad a 20ºC durante 5 días. Así mismo, Paucar-Menacho y col. (2010) 
observaron un incremento del 62% en los niveles de lunasina, péptido con reconocidas 
propiedades anticancerígenas, tras la germinación de soja a 42ºC durante 5 días. 
La inducción del metabolismo en las semillas durante la germinación también 
afecta al contenido y la composición de compuestos fenólicos, siendo este efecto 
dependiente tanto del tipo de leguminosa como de las condiciones de germinación. 
Estudios realizados en diferentes cultivares de soja pusieron de manifiesto que la 
germinación en presencia o ausencia de luz a temperaturas comprendidas entre 20ºC y 
35ºC durante 63-168 h incrementaba los niveles de isoflavonas (Kim y col., 2006; Lin y 
Lai, 2006; Paucar-Menacho y col., 2010; Huang y col., 2014; Qunhone-Junior e Ida, 
2015). En judía mungo, algunos autores han observado una reducción de la 
concentración de polifenoles totales durante la germinación en cortos periodos de tiempo 
(12-24 h) (Grewal y Jood, 2006; Hardeep y col., 2011) debido, principalmente, a su 
solubilización y posterior eliminación en el agua de remojo utilizada previamente al 
proceso de germinación. Sin embargo, la mayor parte de estudios realizados en 
leguminosas como lentejas, judías, altramuz y guisantes indican un aumento del 
contenido de polifenoles totales durante la germinación en presencia o ausencia de luz 
(Fernández-Orozco y col., 2006; Kim y col., 2012; Shohag y col., 2012; Rumiyati y col., 
2013; Tajoddin y col., 2014). Este aumento parece ser debido, sobre todo, al incremento 
de flavonoides (Dueñas y col., 2009; Guo y col., 2012; Lopez y col., 2013; Pajak y col., 
2014). No obstante, algunos autores han observado un aumento de derivados 
hidroxicinámicos tras la germinación de judía y altramuz a 20ºC durante un periodo de 6-9 
días, en presencia o en ausencia de luz (Lopez-Amoros y col., 2006; Dueñas y col., 
2009), si bien se ha puesto de manifiesto la disminución de la concentración de estos 
compuestos durante la germinación de lenteja a 20ºC en oscuridad durante 7 días 
(Troszynska y col., 2011). El contenido de ácidos hidroxibenzoicos, sin embargo, 
experimenta diferentes modificaciones durante el proceso, dependiendo del tipo de 
leguminosa estudiada. En este sentido, Dueñas y col. (2009) observaron una disminución 
progresiva de esta familia de compuestos fenólicos durante la germinación de altramuz a 
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20ºC en oscuridad durante 9 días, mientras que Lopez-Amoros y col. (2006) indicaron que 
estos ácidos aumentaron tras la germinación de judías, lentejas y guisantes a 20ºC en 
presencia o ausencia de luz durante 6 días. Es importante señalar que durante el proceso 
de germinación de leguminosas se produce, además, un aumento de los compuestos 
fenólicos libres por hidrólisis de aquellos unidos a polímeros de la pared celular, 
incrementándose así su disponibilidad en el intestino delgado (Guo y col., 2012). 
El incremento en el contenido de compuestos fenólicos totales y las modificaciones 
en la composición fenólica durante el proceso de germinación de leguminosas se refleja 
en las propiedades biológicas de los germinados resultantes. La germinación de soja, 
soja negra y judía mungo en oscuridad o periodos de luz/oscuridad (12 h luz, 12 h 
oscuridad) a 20-25ºC durante un intervalo de tiempo comprendido entre 4 y 9 días mejoró 
la capacidad atrapadora de radicales DPPH (Lim y Lai, 2006; Guo y col., 2012; Kim y col., 
2012; Huang y col., 2014; Pajak y col., 2014). La germinación en oscuridad a 20-25ºC 
hasta 9 días aumentó la actividad antioxidante del altramuz entre un 28% y 1400% (Frias 
y col., 2005; Fernández-Orozco y col., 2006; Dueñas y col., 2009; Rumiyati y col., 2013). 
Este fenómeno ha sido también observado en judías y guisantes germinados en ausencia 
o presencia de luz a 20ºC durante un periodo de hasta 9 días, si bien el mayor incremento 
de actividad antioxidante se observó durante la germinación en oscuridad durante 6 días 
para la judía y en presencia de luz durante 4 días para el guisante (López-Amorós y col., 
2006). Algunos autores, no obstante, han observado una disminución de la actividad 
antioxidante de lenteja, judía negra y soja durante la germinación en presencia/ausencia 
de luz a 20-25ºC durante un periodo de hasta 8 días (Zielinkski y col., 2003; López-
Amorós y col., 2006; Swieca y col., 2012; Guajardo-Flores y col., 2013). Por otra parte, 
McCue y col. (2005) indicaron un aumento de la capacidad inhibidora de la ECA tras la 
germinación de soja durante 10 días en oscuridad, fenómeno que estos autores 
relacionaron con el incremento de compuestos fenólicos durante este proceso. 
Durante la germinación, el contenido en GABA también sufre modificaciones y 
diversos autores observaron una acumulación de sus niveles durante la germinación de 
soja, altramuz, haba y judía adzuki (Martínez-Villaluenga y col., 2006; Li y col., 2009; Guo 
y col., 2012). 
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Por todo lo expuesto, se puede deducir que la selección de las condiciones 
óptimas de germinación es crucial para maximizar el contenido en compuestos bioactivos 
y las actividades biológicas en los germinados obtenidos a partir de leguminosas. Este 
hecho, junto con las connotaciones de alimentos nutritivos saludables y sus 
características organolépticas, hace que los germinados sean muy apreciados por el 
consumidor y supone una estrategia  natural para incrementar el consumo de 
leguminosas. 
2.6.1.2 Empleo de elicitores durante la germinación para maximizar el 
contenido en compuestos bioactivos y las propiedades biológicas de las 
leguminosas. 
La composición fitoquímica de los vegetales varía de acuerdo a factores genéticos 
(familia, cutivar), fisiológicos (edad, órgano, estado de maduración) y factores 
agronómicos (estrés, fotoperiodo, fertilización) (Baenas y col., 2014). Entre estos últimos, 
el estrés es uno de los factores que produce mayores alteraciones en el contenido y 
composición de metabolitos secundarios bioactivos en los vegetales. 
Los elicitores químicos son sustancias que inducen cambios fisiológicos en las 
plantas y como respuesta se activan mecanismos de defensa similares a los que actúan 
en situaciones de estrés como infecciones por patógenos o determinados factores 
ambientales. Se activan así rutas enzimáticas que conducen a la síntesis de compuestos 
fitoquímicos (Baenas y col., 2014), por lo que el empleo de elicitores durante el desarrollo 
de los vegetales puede, por tanto, constituir una herramienta muy útil para potenciar la 
síntesis de compuestos bioactivos. Numerosos estudios han demostrado que el uso de 
elicitores durante la germinación de leguminosas da lugar a una mejora del rendimiento 
del proceso, así como de la calidad nutricional y del contenido de fitiquímicos de los 
germinados obtenidos. En este sentido, el tratamiento con quitosanos en concentraciones 
del 0,01%-0,5% durante la germinación de soja aumentó la tasa de crecimiento y el 
tamaño de los germinados, así como su contenido en vitamina C (Choi y col., 2000; No y 
col., 2003). Concentraciones de ácido ascórbico entre 0,25 y 1,0 g/L durante la 
germinación han demostrado ser eficaces para incrementar los niveles de polifenoles 
totales y la capacidad antioxidante del haba germinada (Randhir y Shetty, 2007). De la 
misma manera, la adición de ácido ascórbico 50-500 µM o de ácido fólico 50 µM durante 
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la germinación de guisante potenció el crecimiento y vigor de los germinados resultantes, 
así como la acumulación de vitamina C y de compuestos fenólicos (Burguieres y col., 
2007). Estudios realizados en judía mungo, haba y judía terciopelo indicaron que la 
adición de otros elicitores como hidrolizados de proteína de pescado, lactoferrina y 
extracto de orégano durante la germinación estimulaban la síntesis de compuestos 
fenólicos y L-DOPA y se mejoraba, además, el vigor de los germinados y su actividad 
antioxidante (Randhir y col., 2003, 2004, 2009). El uso de elicitores precursores de la 
síntesis de compuestos fenólicos como la fenilalanina en una concentración 0,1 mM 
durante la germinación de lenteja favoreció la acumulación de compuestos flavonoides y 
aumentó la capacidad antioxidante de los germinados obtenidos (Swieca y col., 2014b). 
En otras semillas como el arroz, la utilización de elicitores durante la germinación ha 
demostrado ser una herramienta eficaz para favorecer la síntesis de GABA. A este 
respecto, Oh (2003) observó que la germinación de arroz en soluciones de quitosano (50 
ppm en ácido láctico 5 mM) y de quitosano + ácido glutámico (50 ppm en ácido glutámico 
5 mM), así como de ácido glutámico 5 mM aumentó significativamente la concentración 
de GABA en comparación con las semillas no germinadas y aquellas germinadas en 
presencia de agua. Estas observaciones indican la efectividad de la aplicación de 
elicitores durante la germinación para potenciar el contenido en fitoquímicos, tratamiento 
que puede ser aprovechado para la obtención de alimentos e ingredientes funcionales 
derivados de leguminosas. 
2.6.2 Fermentación. 
La fermentación es uno de los métodos más antiguos y económicos de 
conservación de los alimentos. Este proceso biotecnológico consiste en la modificación 
intencionada de los alimentos por la acción de determinados microorganismos (bacterias, 
levaduras y hongos) que crecen en el sustrato consumiendo parte de sus compuestos y lo 
enriquecen con los productos de su metabolismo (Deshpande y col., 2000). La 
fermentación presenta 4 ventajas principales (Bourdichon y col., 2012): 
1 Prolonga la vida útil de los alimentos a través de la formación de metabolitos 
inhibidores del crecimiento bacteriano como ácidos orgánicos y bacteriocinas, 
generalmente en combinación con la disminución de la actividad de agua. 
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2 Mejora la seguridad alimentaria por inhibición del crecimiento de microorganismos 
patógenos o eliminación de compuestos tóxicos. 
3 Mejora el valor nutricional de los alimentos. 
4 Mejora la calidad organoléptica de los alimentos. 
La fermentación ha sido un proceso empleado tradicionalmente en el procesado de 
leguminosas para eliminar factores no nutritivos, mejorar la textura y propiedades 
organolépticas, aumentar el valor nutricional, mejorar la digestibilidad proteica y reducir la 
alergenicidad (Doblado y col., 2003; Frias y col., 2008; Starzyńska-Janiszewska y col., 
2014). 
El proceso fermentativo en las leguminosas puede ser llevado a cabo por los 
microorganismos naturalmente presentes en las semillas (fermentación natural) o 
mediante la adición de cultivos iniciadores específicos (fermentación inducida). En el caso 
de la fermentación natural, la calidad del producto final va a depender del tipo de 
microorganismos presentes en la superficie de las semillas. En cambio, el empleo de 
cultivos iniciadores en la fermentación permite minimizar el impacto de esta fuente de 
variación, facilitando la uniformidad y la calidad del producto fermentado (Leroy y De 
Vuyst, 2004; Wiander y Ryhänen, 2005). 
Generalmente, la fermentación de leguminosas se lleva a cabo mediante bacterias 
ácido lácticas (BAL), ya que están naturalmente presentes en las semillas. Las BAL 
contribuyen no sólo al desarrollo de las propiedades nutricionales y sensoriales deseadas 
en el producto sino que, además, garantizan su seguridad microbiológica por la 
producción de ácidos orgánicos que inhiben el crecimiento de microorganismos 
patógenos (Juodeikiene y col., 2012). Sin embargo, otras bacterias como Bacillus subtilis 
y hongos como los de los géneros Rhizopus y Aspergillus se emplean también con éxito 
para dirigir la fermentación en fase sólida de diversas leguminosas (Egounlety y Aworh, 
2003; Hong y col., 2004; Fernández-Orozco y col., 2008; Dueñas y col., 2012; Niveditha y 
col., 2012). 
Existe una extensa bibliografía que describe la fermentación como un proceso que 
mejora el valor nutricional de las leguminosas. En general, la fermentación incrementa la 
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disponibilidad del almidón (Granito y col, 2002; Doblado y col., 2003; Torres y col., 2006), 
fuente principal de energía para el crecimiento de los microorganismos, y disminuye el 
contenido de los carbohidratos -galactósidos (rafinosa, estaquiosa y verbascosa) 
aumentando el contenido en monosacáridos y disacáridos (Granito y col., 2002, 2003, 
2005a; Torres y col., 2007; Madodé y col., 2013; Starzynska-Janiszewska y col., 2014). 
La fermentación ocasiona una disminución de los niveles de fibra soluble (Martín-
Cabrejas y col., 2004; Torres y col., 2006), si bien los de fibra insoluble se mantienen sin 
sufrir modificaciones (Martín-Cabrejas y col., 2004) o disminuyen ligeramente (Granito y 
col., 2005b) dependiendo de las condiciones de fermentación. Este proceso, además, 
produce un incremento de los niveles de vitaminas del grupo B, mientras que las 
concentraciones de las vitaminas C y E parecen depender de las condiciones de 
fermentación y del tipo de leguminosa (Granito y col., 2005a; Doblado y col., 2005; Frias y 
col., 2005; Torres y col., 2005; Torres y col., 2006; Fernández-Orozco y col., 2008; 
Niveditha y Sridhar, 2014). Por otra parte, la fermentación ocasiona una notable 
disminución del contenido de factores no nutritivos de las leguminosas, como así se ha 
descrito en numerosos artículos científicos (Tabera y col., 1995; Frias y col., 1996a; 
Kozlowska y col., 1996; Granito y col., 2002; Cuadrado y col., 2002; Doblado y col., 2003; 
Egounlety y Aworh, 2003). 
Las proteínas de las leguminosas sufren importantes modificaciones durante la 
fermentación ya que son hidrolizadas por los microorganismos fermentativos. Por este 
motivo, la fermentación puede constituir un método alternativo a la hidrólisis enzimática 
en la producción de péptidos bioactivos a partir de proteínas de leguminosas. El sistema 
proteolítico de las BAL es muy complejo e incluye proteinasas asociadas a la pared 
celular y peptidasas de amplio espectro (endopeptidasas, aminopeptidasas, tripeptidasas 
y dipeptidasas), mientras que B. subtilis produce gran cantidad de proteasas 
extracelulares (Geethanjali y Subash, 2011). Los estudios realizados hasta el momento 
indican que las BAL y B. subtilis presentan un enorme potencial para la producción de 
péptidos biológicamente activos por su capacidad de hidrolizar globulinas de leguminosas 
como la soja (Kiers y col., 2000; Frias y col., 2008; Martínez-Villaluenga y col., 2012). 
Además, diversos autores han puesto de manifiesto la liberación de péptidos 
antioxidantes durante la fermentación de las proteínas de soja con B. subtilis o Rhizopus 
oligosporus durante la elaboración de tempeh y natto (Gibbs y col., 2004). Así mismo, se 
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han identificado péptidos antihipertensivos potentes en distintos productos de soja 
fermentados con diferentes cepas de B. subtilis (Shin y col., 2001; Wang y col., 2013), 
BAL (Tsai y col., 2006; Vallabha y Tuky, 2014) y hongos del género Aspergillus (Zhu y 
col., 2008; Rho y col., 2009; Nakahara y col., 2010a). Fan y col. (2009) describieron la 
presencia de péptidos inhibidores de la ECA en douchi, un alimento tradicional asiático 
obtenido mediante fermentación de la soja con Aspergillus spp., mientras que Martínez-
Villaluenga y col. (2012) obtuvieron péptidos con actividades antiinflamatoria, antioxidante 
e inhibidora de la ECA mediante fermentación de leche de soja con Enterococcus 
faecium. 
Por lo que se refiere a los compuestos fenólicos, su contenido y composición 
sufren cambios significativos durante la fermentación de leguminosas, fenómeno que se 
refleja, por lo general, en un aumento de su actividad antioxidante. En este sentido, se ha 
descrito que la fermentación natural de diversas legumbres industrialmente infrautilizadas 
(Cajanus cajan L. Millsp, Vigna subterranea L. y Sphenostylis stenocarpa) y de judía 
común causa un incremento significativo del contenido de polifenoles solubles libres y una 
disminución del contenido de polifenoles unidos a compuestos de la pared celular, 
incrementando consecuentemente su actividad antioxidante (Oboh y col., 2009). Así 
mismo, la fermentación con BAL produce un aumento de (+)-catequina y ácidos 
hidroxibenzoicos en lentejas (Bartolomé y col., 1997). La fermentación de judía carilla con 
L. plantarum dio lugar a la disminución de formas conjugadas de derivados ferúlicos y p-
cumáricos, formación de tirosol, aumento de quercetina a partir de la hidrólisis de 
quercetina glucósidos y reducción de derivados hidroxicinámicos (Dueñas y col., 2005). 
Más recientemente, se ha observado que la fermentación de soja con hongos 
filamentosos y BAL conduce a la formación de ácidos hidroxibenzoicos y ácidos 
hidroxicinámicos, al aumento de isoflavonas agliconas a partir de la hidrólisis de 
isoflavonas glucósidos y de flavanoles a partir de la hidrólisis de flavanoles galato (Chiang 
y Pang, 2011; Chung y col., 2011; Da Silva y col., 2011; Dueñas y col., 2012). Los 
cambios en la composición fenólica producidos durante la fermentación se deben a la 
actividad de enzimas microbianas como la β-glucosidasa, esterasas, descarboxilasas o 
reductasas. La β-glucosidasa presente en las BAL cataliza la hidrólisis de enlaces o-
glucósido de los flavonoides glucósidos liberando agliconas bioactivas (Malashree y col., 
2012). Las esterasas como la tanasa pueden hidrolizar enlaces tipo éster de diversos 
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compuestos fenólicos, como en las proantocianidinas y ésteres del ácido gálico y libera, 
además, derivados hidroxicinámicos unidos a la pared celular, como se ha demostrado en 
lenteja y guisante (Dueñas y col., 2006, 2007). La tanasa, adicionalmente, cataliza la 
conversión de flavanonas glucósidos a agliconas (Ferreira y col., 2013; Jimenez y col., 
2014). Por otra parte, las enzimas descarboxilasas de ácidos fenólicos y reductasas 
presentes en las BAL permiten metabolizar los ácidos hidroxicinámicos a alcoholes 
fenólicos con potente actividad antioxidante (Rodriguez y col., 2009). 
Los cambios en la composición fenólica producidos durante la fermentación como 
consecuencia de la actividad enzimática microbiana mejoran las propiedades 
antioxidantes de los productos fermentados, como ha sido demostrado en la fermentación 
de diversas leguminosas con distintos cultivos iniciadores como hongos (Aspergillus y 
Rhizopus) y bacterias (B. subtilis, L. plantarum y E. faecium) (Fernández-Orozco y col., 
2007, 2008, 2009; Hubert y col., 2008). Así mismo, la bioconversión de compuestos 
fenólicos mediante fermentación puede mejorar otras propiedades biológicas como la 
actividad inhibidora de la enzima α-amilasa, importante para el control de la diabetes 
(Rhandir y Shetty, 2007). Además, se ha descrito que el aumento de isoflavonas 
agliconas en la soja como consecuencia de la fermentación con L. plantarum o L. 
paracasei previene la pérdida de mineralización ósea asociada a la disminución de 
niveles de estrógeno en ratones ovariectomizados (Chiang y col., 2011). 
En la última década, diversos estudios han revelado que la fermentación de 
leguminosas puede conducir a una acumulación de GABA. El aumento en la síntesis de 
GABA durante la fermentación puede atribuirse a la existencia de la enzima glutamato 
descarboxilasa (GD), enzima que cataliza la descarboxilación del ácido L-glutámico a 
GABA, ya sea en las leguminosas como en los microorganismos responsables del 
proceso fermentativo. Varios trabajos han mostrado la presencia de genes que codifican 
para la enzima GD en diversos géneros de BAL, como L. plantarum, L. paracasei y L. 
brevis (Komatsuzaki y col., 2005; Di Cagno y col., 2010; Tung y col., 2011; Binh y col., 
2014), por lo que las BAL son productores potenciales de GABA. Recientemente se ha 
descrito el aumento de los niveles de GABA durante la fermentación de judías adzuki 
(Vigna angularis) con un cultivo iniciador mixto de Lactococcus lactis y Lactobacillus 
rhamnosus (Liao y col., 2013). De este modo, la fermentación de leguminosas con BAL 
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podría constituir una estrategia valiosa para promover la acumulación de este compuesto 
bioactivo. 
De lo expuesto hasta el momento se desprende que la fermentación puede 
modificar el contenido en compuestos bioactivos dependiendo de la leguminosa utilizada 
y de las condiciones fermentativas empleadas y puede constituir una herramienta valiosa 
en la producción de ingredientes y alimentos funcionales con propiedades biológicas 
definidas, como las antihipertensivas objeto de la presente Memoria. 
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3. Interés y objetivos 
La hipertensión es un problema de salud pública a nivel mundial que afecta 
aproximadamente a un tercio de la población adulta global. Esta patología causa un 
deterioro de la calidad de vida de las personas que la padecen y supone una importante 
carga económica para el sistema sanitario público en todo el mundo. La terapia 
farmacológica, aunque eficaz para la reducción de la presión sanguínea, ocasiona 
múltiples efectos secundarios adversos. La búsqueda de alternativas de origen natural 
para el tratamiento y prevención de la hipertensión está impulsando la investigación y el 
desarrollo de ingredientes y alimentos funcionales con propiedades antihipertensivas. Las 
judías y las lentejas tienen gran importancia económica, representando el 35% de la 
producción mundial de leguminosas grano, así como un elevado contenido de 
compuestos bioactivos a los que se les atribuyen propiedades beneficiosas en la 
regulación de la presión arterial. Los procesos de germinación y fermentación pueden 
contribuir a mejorar estas propiedades saludables de las leguminosas. Por ello, el 
desarrollo de alimentos  e ingredientes funcionales con propiedades antihipertensivas a 
partir de semillas germinadas y fermentadas es de gran interés no sólo en los ámbitos 
científico e industrial, sino también para el consumidor, cada vez más concienciado de la 
relación entre la dieta y la salud. 
En base a lo expuesto, la hipótesis de partida del presente trabajo es que los 
procesos de germinación en combinación con el uso de elicitores y de fermentación en 
estados sólido y líquido podrían ser efectivos para modificar la composición de 
compuestos con reconocidas propiedades antioxidantes y antihipertensivas en 
leguminosas y, por tanto, permitirían obtener alimentos e ingredientes con propiedades 
saludables. 
A partir de esta hipótesis, el objetivo general del presente trabajo de investigación 
fue el desarrollo de alimentos e ingredientes con potenciales propiedades 
antihipertensivas a partir de lentejas castellanas (Lens culinaris L. var. castellana) y judías 
pintas (Phaseolus vulgaris var. pinto) mediante germinación y fermentación, dos procesos 
tecnológicos económicos, sostenibles y respetuosos con el medio ambiente. Para la 
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consecución de este objetivo general, se han planteado los siguientes objetivos 
específicos: 
1 Estudiar la eficacia de diferentes elicitores (ácido ascórbico, ácido fólico, ácido 
glutámico y quitosanos) para mejorar el contenido de compuestos con potencial 
actividad antihipertensiva en germinados de judías pintas. 
2 Evaluar el efecto del empleo de elicitores durante la germinación de judías pintas en la 
composición y actividades antioxidante e inhibidora de la ECA de la fracción de 
compuestos fenólicos libres. 
3 Investigar la viabilidad de los procesos de fermentación en estado sólido y líquido para 
maximizar el contenido de compuestos con potenciales propiedades antihipertensivas 
en lenteja castellana y judía pinta. 
Este trabajo de investigación contribuye a la revalorización de dos leguminosas, 
lentejas y judías, que hasta el momento han sido industrialmente infravaloradas. Se 
demuestra, además, el empleo eficaz de dos procesos tecnológicos para el desarrollo de 
ingredientes y alimentos funcionales de gran aplicabilidad en el sector industrial que 
pueden contribuir en el control de la presión sanguínea. 
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4. Resultados 
En esta sección se exponen los resultados obtenidos durante la presente Tesis 
Doctoral en base a los objetivos propuestos. Estos resultados se han recogido en 4 
trabajos de investigación publicados en revistas científicas incluidas en el Science Citation 
Index (SCI). 
4.1 Efectividad del tratamiento con elicitores para mejorar la 
composición de fitoquímicos y la potencial actividad 
antihipertensiva de germinados de judía (P. vulgaris var. pinto). 
Como se ha descrito anteriormente, los polifenoles y el GABA son compuestos con 
reconocidas propiedades antioxidantes, inhibidoras de la ECA y vasodilatadoras. El 
desarrollo de alimentos ricos en estos compuestos podría ser útil para reducir la 
incidencia de la hipertensión. La germinación es una estrategia efectiva para mejorar el 
valor nutricional, la composición de fitoquímicos y bioactividad de semillas de cereales, 
leguminosas y crucíferas (Fernández-Orozco y col., 2007; Donkor y col., 2012; Nelson y 
col., 2013). Por otro lado, el uso de elicitores durante la germinación permite potenciar los 
efectos positivos de este proceso sobre el perfil fitoquímico y la actividad biológica de los 
germinados (Baenas y col., 2014; Swieca y col., 2014a,b). Hasta el momento, sólo unos 
pocos trabajos científicos se han centrado en leguminosas (lenteja, soja, guisante y haba) 
y muestran que la aplicación individual o combinada de elicitores (ácido fólico, ascórbico, 
quitosanos, radiación UV-B, estrés térmico) y de precursores de la biosíntesis de 
polifenoles (fenilalanina y tirosina) aumenta los compuestos fenólicos y flavonoides totales 
y la actividad antioxidante de dichos germinados (Burguieres y col., 2007; Randhir y 
Shetty, 2007; Swieca y col., 2014a,b). La inducción de respuestas de estrés mediante 
hipoxia o elevadas concentraciones de NaCl o CaCl2, así como el tratamiento con 
precursores de la biosíntesis de GABA (ácido glutámico, arginina y pyridoxal fosfato) se 
han utilizado en soja para obtener germinados ricos en este aminoácido no proteico (Guo 
y col., 2012; Yang y col., 2013). En estos estudios resulta difícil identificar de forma 
general condiciones óptimas de germinación en presencia de elicitores o precursores ya 
que la respuesta está determinada por la genética de la planta, las condiciones 
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ambientales (temperatura, humedad, iluminación, tiempo) (Koehler y col., 2007; Swieca y 
col., 2012), tipo de elicitor/precursor, dosis e intervalos de tratamiento (Baenas y col., 
2014). Por otro lado, los trabajos anteriores están enfocados a un grupo de compuestos. 
Dado que la etiología de la hipertensión es multifactorial, consideramos interesante 
obtener germinados enriquecidos en polifenoles y GABA que pudiesen actuar sobre 
distintas dianas (estrés oxidativo, SRAA y receptores GABAérgicos). La judía es la 
leguminosa de mayor consumo a nivel mundial (Broughton y col., 2003) en la que no se 
había investigado, hasta el momento, enriquecer su contenido en compuestos bioactivos 
y mejorar las actividades antioxidante e inhibidora de la ECA mediante la aplicación de 
elicitores durante la germinación. Por tanto, nos planteamos centrar nuestro estudio en 
esta leguminosa. Con el objetivo de maximizar el contenido de compuestos con 
actividades antihipertensiva en germinados de judía creímos necesario hacer un estudio 
comparativo de varios elicitores en condiciones de germinación controladas. Para este 
estudio, elegimos compuestos inductores del metabolismo de polifenoles (ácido 
ascórbico, fólico y quitosanos), y precursores de la biosíntesis de GABA (ácido glutámico 
y ácido glutámico con quitosanos) para estimular su biosíntesis y acumulación en los 
germinados de judía pinta (Publicación I). Para ampliar nuestro conocimiento, se 
seleccionaron los tratamientos más efectivos y se llevó a cabo la identificación y 
cuantificación individual de los compuestos fenólicos en los germinados de judía y se 
investigó cómo afectaban estos cambios a la bioactividad de la fracción fenólica 
(Publicación II). 
A continuación se presentan los resultados de este estudio en forma de dos 
publicaciones: 
Publicación I. El papel de los elicitores en las propiedades promotoras de la salud 
de germinados de judía. 
Publicación II. Efecto de la germinación y el uso de elicitores en la composición 
fenólica y bioactividad de judías. 
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Publicación I. El papel de los elicitores en las propiedades promotoras de la 
salud de germinados de judía. 
Rocio I. Limón, Elena Peñas, Cristina Martínez-Villaluenga, Juana Frias. Role of 
elicitation on the health promoting properties of kidney bean sprouts.  
LWT-Food Science and Technology, 2014, 56:328-334. 
RESUMEN 
El objetivo fue realizar un estudio comparativo sobre la efectividad de diferentes 
elicitores (ácido ascórbico, fólico, glutámico, ácido glutámico+quitosano y quitosano) para 
aumentar el contenido de polifenoles totales, GABA y las actividades antioxidante e 
inhibidora de la ECA en germinados de judía de 4, 6 y 8 días obtenidos a 20ºC en 
oscuridad y 95% de humedad relativa. El efecto de los elicitores en el contenido de 
polifenoles y GABA de los germinados fue dependiente del tiempo de germinación y del 
tipo de tratamiento. La aplicación de soluciones de ácido glutámico 5 mM durante 8 días 
resultó en una mayor acumulación de polifenoles totales (6,06 mg de ácido gálico 
equivalentes/g de peso seco) y GABA (0,95 mg/g de peso seco). La actividad antioxidante 
de los germinados de judía tratados con los distintos elicitores disminuyó ligeramente con 
respecto al control, independientemente del tiempo de germinación (P≤0,05). Por el 
contrario, el efecto de los elicitores en la actividad inhibidora de la ECA varió dependiendo 
del tiempo y del tipo de tratamiento. Cabe destacar que la actividad inhibidora de la ECA 
de los germinados de 8 días tratados con ácido glutámico (IC50 = 16 mg/mL) fue superior 
al control (P≤0,05) y esta actividad aumentó 89 veces después de una digestión 
gastrointestinal simulada (IC50 = 0,18 mg/mL). Estos resultados contribuyen no sólo a 
mejorar las propiedades saludables de los germinados de judía, sino también a su 
potencial aplicación como ingredientes en el desarrollo de nuevos alimentos funcionales o 
nutracéuticos. 
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Publicación II. Efecto de la germinación y el uso de elicitores en la 
composición fenólica y bioactividad de judía. 
Montserrat Dueñas, Cristina Martínez-Villaluenga, Rocío I. Limón, Elena Peñas, 
Juana Frias. Effect of germination and elicitation on phenolic composition and bioactivity 
of kidney bean. Food Research International, 2015, 70, 55-63. 
RESUMEN 
El objetivo de este estudio fue investigar el efecto de la germinación y el 
tratamiento con distintos elicitores (ácido ascórbico 500 µM, ácido fólico 50 µM y ácido 
glutámico 5 mM) en la composición y actividades antioxidante e inhibidora de la ECA de 
la fracción de compuestos fenólicos libres de judía germinada durante 8 días. El perfil 
fenólico de las semillas y los germinados de judía fue analizado mediante LC-ESI-MS. La 
germinación produjo una disminución general de flavan-3-oles y antocianinas, que fue 
compensada con el aumento del contenido total de flavanonas y flavonoles. Aunque los 
tratamientos con elicitores reducían el contenido total de compuestos fenólicos, destacó el 
aumento significativo de ciertos glucósidos de flavanonas (eriodictiol) y flavonoles 
(kanferol y quercetina). La aplicación de ácido fólico y ascórbico no modificó 
significativamente (P≥0,05) la actividad antioxidante de los extractos fenólicos, mientras 
que el ácido glutámico redujo ligeramente (P≤0,05) la actividad antioxidante de los 
extractos fenólicos. Por otro lado, la aplicación de elicitores durante la germinación mejoró 
la actividad inhibidora de la ECA con respecto al control (P≤0,05), siendo el ácido fólico el 
elicitor más efectivo. En conclusión, el uso de elicitores durante la germinación produjo 
cambios en el perfil fenólico y la modificación de la fracción fenólica se relacionó con la 
mejora de la actividad inhibidora de la ECA de los germinados de judía. No obstante, la 
selección del elicitor es crucial para optimizar la composición fenólica y maximizar la 
actividad biológica del producto final. 
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4.2 Mejora del contenido de compuestos bioactivos y de las 
propiedades biológicas de leguminosas (L. culinaris var. 
castellana y P. vulgaris var. pinto) mediante fermentación. 
Obtención de ingredientes funcionales dirigidos a la prevención 
de la hipertensión. 
La fermentación de leguminosas es un proceso prometedor en la elaboración de 
ingredientes y alimentos funcionales que aprovecha el metabolismo de los 
microorganismos involucrados para modificar la composición y el contenido de sus 
constituyentes, de manera que se potencien las propiedades saludables de estos 
alimentos. Algunos estudios indican que la fermentación incrementa el contenido de 
compuestos involucrados en el control de la presión arterial, como compuestos fenólicos, 
péptidos bioactivos y GABA. En este sentido, diversos autores han puesto de manifiesto 
que durante la fermentación de soja y judía tiene lugar un aumento del contenido de 
polifenoles totales (Oboh y col., 2009; Starzynska-Janiszewska y col., 2014), un 
incremento en el contenido de ácidos fenólicos (Dueñas y col., 2012) y una 
biotransformación de formas conjugadas de las isoflavonas a agliconas biológicamente 
más activas (Dueñas y col., 2012; Lee y col., 2013). Así mismo, se ha descrito la 
liberación de péptidos antioxidantes, inhibidores de la ECA y antinflamatorios (Rho y col., 
2009; Martínez-Villaluenga y col., 2012; Wang y col., 2013) y la formación de GABA (Liao 
y col., 2013) por acción de diferentes microorganismos fermentativos, durante la 
fermentación de judías adzuki y soja. Estos estudios sugieren que la fermentación es una 
herramienta biotecnológica valiosa para fomentar la acumulación de compuestos 
bioactivos y favorecer las propiedades beneficiosas de las leguminosas. Sin embargo, 
estos estudios han sido realizados en condiciones de fermentación determinadas y se 
centran en incrementar el contenido de un único compuesto bioactivo, o de una familia de 
compuestos bioactivos. No obstante, hasta la fecha de realización de este estudio, no 
teníamos constancia de ningún trabajo sistemático dirigido a estudiar la viabilidad de 
diferentes procesos de fermentación para maximizar el contenido de fitoquímicos en las 
leguminosas y obtener así ingredientes multifuncionales. En consecuencia nos 
plantearnos potenciar la acumulación de compuestos fenólicos totales, GABA y las 
actividades antioxidante e inhibidora de la ECA en lentejas castellanas (L. culinaris L. var. 
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castellana) (Publicación III) y judías pintas (P. vulgaris var. pinto) (Publicación IV) 
mediante diversas condiciones de fermentación. En judías pintas, además, se investigó el 
efecto del proceso de fermentación en la composición pormenorizada de los compuestos 
fenólicos (Publicación IV). En estos estudios hemos considerado interesante emplear 
como cultivos iniciadores B. subtilis, bacteria descrita en la bibliografía como altamente 
proteolítica, y L. plantarum CECT 748, que ha demostrado tener un sistema enzimático 
muy complejo capaz de hidrolizar las globulinas de la leguminosas (Kiers y col., 2000; 
Frias y col., 2008; Martínez-Villaluenga y col., 2012), de catalizar la bioconversión de 
compuestos fenólicos complejos a otros con mayor actividad antioxidante (Dueñas y col., 
2012) y de sintetizar GABA (Di Cagno y col., 2010). La elección de estos 
microorganismos supone, por tanto, un sólido punto de partida para la obtención de 
ingredientes multifuncionales derivados de judías y lentejas. 
A continuación se presentan los resultados de este estudio en forma de dos 
publicaciones: 
Publicación III. Propiedades antioxidantes y antihipertensivas de lentejas 
fermentadas en estados líquido y sólido. 
Publicación IV. La fermentación mejora el contenido de compuestos bioactivos en 
extractos de judía. 
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Publicación III. Propiedades antioxidantes y antihipertensivas de lentejas 
fermentadas en estados líquido y sólido. 
Maria Inés Torino, Rocío I. Limón, Cristina Martínez-Villaluenga, Sari Mäkinen, 
Anne Pihlanto, Concepción Vidal-Valverde, Juana Frias. Antioxidant and antihypertensive 
properties of liquid and solid state fermented lentils. Food Chemistry, 2013,136:1030-
1037. 
RESUMEN 
El propósito de este estudio fue evaluar el efecto de la fermentación de lenteja en 
estados líquido (LSF) y sólido (SSF) para la producción de extractos hidrosolubles con 
propiedades antioxidantes y antihipertensivas. La LSF se realizó de manera natural o 
mediante la adición de L. plantarum, mientras que la SSF se realizó empleando B. subtilis 
como cultivo iniciador. El crecimiento de BAL en la fermentación natural fue más rápido 
que en la fermentación inducida con L. plantarum, observándose un incremento de hasta 
7,4 y 1,2 log UFC/mL, respectivamente, a las 48 h de fermentación. En cambio, en la SSF 
los recuentos de B. subtilis aumentaron 4,0 log UFC/g a ese mismo tiempo. Las 
fracciones hidrosolubles obtenidas por LSF mostraron un mayor grado de hidrólisis y 
mayor contenido de GABA, así como de las actividades antioxidante e inhibidora de la 
ECA que las obtenidas mediante SSF. Los ingredientes obtenidos por NF a las 96 h 
presentaron el mayor potencial antihipertensivo, ya que mostraron el mayor contenido de 
GABA (10,42 mg/g de extracto), y altas actividades de inhibición de la ECA (IC50 = 0,18 
mg proteína/mL) y antioxidante (0,26 mmol trolox equivalentes/g de extracto). En 
conclusión, la LSF demostró ser el proceso más eficaz para obtener ingredientes 
funcionales dirigidos a la prevención de la hipertensión. 
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Publicación IV. La fermentación mejora el contenido de compuestos 
bioactivos en extractos de judía. 
Rocío I. Limón, Elena Peñas, M. Inés Torino, Cristina Martínez-Villaluenga, 
Montserrat Dueñas, Juana Frias. Fermentation enhances the content of bioactive 
compounds in kidney bean extracts. Food Chemistry, 2015, 172:343-352. 
RESUMEN 
En este trabajo se investigó la influencia de la fermentación en estado sólido (SSF) 
o líquido (LSF) durante 48 y 96 h en la producción de extractos hidrosolubles de judía. La 
SSF se llevó a cabo con B. subtilis, mientras que LSF se realizó mediante fermentación 
natural o empleando L. plantarum como cultivo iniciador. La SSF condujo a un aumento 
de ácidos fenólicos y una disminución de catequinas y flavonoles, mientras que la LSF 
causó una disminución de ácidos hidroxibenzoicos, catequinas, flavanonas y flavonoles, y 
un aumento de derivados hidroxicinámicos. Los extractos obtenidos mediante SSF 
mostraron un alto contenido de compuestos fenólicos solubles (31-36 mg/g) y una 
elevada actividad antioxidante (508-541 µg Trolox equivalentes/g), mientras que los 
extractos obtenidos mediante LSF exhibieron potencial actividad antihipertensiva debido a 
su elevado contenido de GABA (6,8-10,6 mg/g) y a su alta actividad inhibidora de ECA (> 
90%). Por lo tanto, la fermentación puede ser considerada un proceso atractivo para 
obtener ingredientes bioactivos a partir de judías, y su incorporación en la formulación de 
alimentos funcionales aumentaría su valor añadido. 
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5. Discusión general 
Durante la última década, las demandas de los consumidores en el campo de la 
alimentación han cambiado considerablemente, ya que cada vez son más los que 
consideran que los alimentos influyen directamente en la salud. Así, ha cambiado la 
percepción que los consumidores tienen de los alimentos, que han pasado de representar 
solamente un modo de satisfacer el hambre y proporcionar los nutrientes necesarios, a 
ser considerados también como una herramienta para prevenir enfermedades 
relacionadas con la nutrición y mejorar el bienestar físico y mental (Menrad, 2003). Este 
cambio en las expectativas de los consumidores ha llevado a la industria alimentaria a 
prestar más atención al desarrollo de nuevos productos mediante tecnologías 
innovadoras que satisfagan las demandas de los consumidores de disponer de alimentos 
saludables con propiedades beneficiosas para la salud. En este contexto, los alimentos 
funcionales constituyen una de las áreas más interesantes de innovación para la industria 
alimentaria. De hecho, el mercado de los alimentos funcionales ha experimentado un 
rápido crecimiento en la última década, fenómeno relacionado con el incremento continuo 
de los costes sanitarios, con el aumento progresivo de la esperanza de vida, con la mayor 
concienciación de los consumidores sobre la importancia de la nutrición en la salud y con 
el deseo de los consumidores de envejecer con una alta calidad de vida (Kotilainen y col., 
2006). Por tanto, la producción de alimentos dirigidos al control de la hipertensión es de 
indudable interés socioeconómico. 
Las leguminosas constituyen alimentos ideales para la obtención de ingredientes 
funcionales que puedan emplearse en la elaboración de alimentos dirigidos a la 
prevención de la hipertensión ya que contienen numerosos compuestos bioactivos a los 
que se les atribuye su efecto beneficioso en la reducción de la presión sanguínea. El 
procesado de las leguminosas puede dar lugar a la transformación de compuestos como 
los polifenoles en formas biológicamente más activas, así como a la formación de nuevos 
compuestos bioactivos como el GABA o péptidos bioactivos, que podrían incrementar las 
propiedades antihipertensivas de los productos obtenidos. De este modo, la aplicación de 
tratamientos tecnológicos en las leguminosas puede considerarse como una estrategia 
eficaz no sólo para prolongar la vida útil y mejorar el valor nutritivo de estos alimentos 
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sino que, además, puede potenciar sus propiedades bioactivas y permitir el desarrollo de 
nuevos alimentos e ingredientes funcionales eficaces en la prevención o control de 
enfermedades crónicas como la hipertensión. Este hecho es de gran interés no solo para 
los consumidores sino también para la industria alimentaria al diversificarse la gama de 
productos funcionales en el mercado, con los consecuentes beneficios socioeconómicos 
que su consumo supondría. 
En este contexto se enmarca el trabajo de investigación desarrollado en la 
presente Memoria, cuya finalidad ha sido doble. Por un lado, se ha abordado la 
germinación en presencia de diversos elicitores como una estrategia tecnológica para 
incrementar el contenido y modificar la composición de compuestos fenólicos así como 
los niveles de GABA y las actividades antioxidante e inhibidora de la ECA en germinados 
de judías pintas (Publicaciones I y II). Por otro lado, se ha estudiado la viabilidad de la 
fermentación en estados sólido y líquido para obtener ingredientes derivados de lentejas 
castellanas (Publicación III) y judía pintas (Publicación IV) enriquecidos en compuestos 
bioactivos y con potenciales propiedades antihipertensivas que puedan emplearse, 
posteriormente, en la elaboración de alimentos funcionales. 
 
5.1 Efectividad del tratamiento con elicitores para mejorar la 
composición de fitoquímicos y la potencial actividad 
antihipertensiva de germinados de judía (P. vulgaris var. pinto). 
Las plantas producen una gran variedad de metabolitos secundarios, también 
llamados fitoquímicos (Dixon, 2001), de gran interés funcional ya que su consumo se ha 
asociado con un efecto promotor de la salud. La mayoría de los metabolitos secundarios 
en los vegetales tienen un papel crucial en los sistemas de defensa constitutivos o 
inducibles frente a patógenos o estreses ambientales. El uso de elicitores, empleado en 
los últimos años para inducir resistencia a estrés y patógenos en diferentes cultivos 
(Aranega-Bou y col., 2014) ha resurgido como una herramienta útil para mejorar el 
contenido y composición de fitoquímicos y, con ello, aumentar el valor añadido y calidad 
de los alimentos vegetales (Poulev y col., 2003; Smetanska, 2008; Baenas y col., 2014). 
Esta estrategia se ha utilizado en el presente estudio para optimizar el contenido de 
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GABA y compuestos fenólicos y, en consecuencia, el potencial antihipertensivo de 
germinados de judía (Publicación I). Para ello, se eligió un grupo de elicitores como el 
ácido ascórbico, el ácido fólico y los quitosanos por su efecto fortalecedor del vigor y el 
rendimiento de los germinados e inductor de la síntesis de compuestos fenólicos 
(Burguieres y col., 2007; Randhir y Shetty, 2007; El Hadrami y col., 2010) y el ácido 
glutámico (Bai y col., 2009; Guo y col., 2012) y ácido glutámico con quitosanos como 
inductores de la síntesis de GABA (Oh, 2003) en distintos vegetales. Las semillas de judía 
se irrigaron mediante capilaridad durante 8 días a una concentración dada, que fue 
seleccionada en base a los resultados de estudios previos en otras semillas (Oh, 2003; 
Burguieres y col., 2007 y 2008; Randhir y Shetty, 2007). Teniendo en cuenta que el efecto 
de los elicitores sobre la acumulación de fitoquímicos en los germinados varía con el 
tiempo de germinación, se analizaron diferentes parámetros (perfil proteico, contenido en 
GABA, polifenoles totales y actividades antioxidante e inhibidora de la ECA) a los 4, 6 y 8 
días de germinación y se compararon con germinados control obtenidos con agua a los 
mismos días de germinación. 
Los elicitores elegidos para realizar el estudio fueron compuestos naturales que 
tienden a ser mejor tolerados por los vegetales que los compuestos sintéticos (Aranega-
Bou y col., 2014); sin embargo, fue necesario comprobar su inocuidad ya que se ha 
descrito que elevadas concentraciones de algunos elicitores como el ácido ascórbico 
pueden llegar a suprimir la germinación de semillas de trigo (Ishibashi y Iwaya-Inoue, 
2006) y arroz (Ye y Zhang, 2012). Por tanto, en primer lugar se determinó si el tratamiento 
de las semillas de judía pinta con los elicitores afectaba negativamente a la germinación. 
Los resultados indicaron, de forma general, que la aplicación de los distintos tratamientos 
no afectaba negativamente al porcentaje de germinación, siendo éste superior al 90% en 
todos los casos a excepción del tratamiento combinado de ácido glutámico y quitosanos 
durante 6 días que redujeron ligeramente los porcentajes medios de germinación a un 80-
84%. 
Se ha descrito que la germinación restaura las actividades metabólicas de la 
semilla dando lugar a cambios fisiológicos y bioquímicos entre los que se incluye la 
sobreexpresión de enzimas implicadas en la degradación de proteínas (Urbano y col., 
2005; Dogra y col., 2013). En consistencia con estos hallazgos, nuestros resultados 
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indicaron que la germinación conduce a la degradación de globulinas tipo vicilina y de 
lectina, haciéndose este efecto más notable a los 8 días de germinación. Esta 
degradación de proteínas fue relacionada con la acumulación de fragmentos de proteína 
de bajo peso molecular alcanzando el máximo a los 8 días de germinación. Savelkoul y 
col. (1994) también observaron la degradación de lectina y faseolina en judías después 
de 10 días de germinación. Por otro lado, estudios anteriores han demostrado que el uso 
de elicitores durante la germinación de semillas provoca una reorganización en la 
expresión de proteínas que afecta al metaboloma del embrión y de los tejidos que lo 
rodean (Fercha y col., 2014). En nuestro estudio, sin embargo, no se observaron claras 
diferencias en el perfil proteico de los germinados de judía pinta tratados con elicitores 
comparado con el control. Esto podría ser debido al bajo poder de resolución de la 
electroforesis en gel unidimensional. Otros autores han observado mediante técnicas más 
robustas como la NanoHPLC-MS que el tratamiento de semillas de trigo con ácido 
ascórbico 0,5 mM (concentración igual a la utilizada en el presente estudio) durante la 
fase de imbibición provoca una variación significativa en la abundancia de proteínas 
metabólicas en el embrión de semillas de trigo (Fercha y col., 2014). 
Los resultados del contenido en GABA pusieron de manifiesto que los tratamientos 
con ácido ascórbico, ácido glutámico y ácido glutámico+quitosanos daban lugar a una 
mayor acumulación de GABA a los 4, 8 y 4 días de germinación, respectivamente. 
Durante la germinación, el GABA es sintetizado principalmente por la GD (EC 4.1.1.15) 
(Bouché y Fromm, 2004), aunque otros autores han descrito que este aminoácido puede 
sintetizarse también durante la germinación a través de la oxidación de poliaminas por la 
enzima diaminooxidasa (DAO; EC 1.4.3.6) (Guo y col., 2012). El empleo de soluciones de 
ácido glutámico durante la germinación aumenta la actividad de la GD y DAO, como se ha 
demostrado en soja (Guo y col., 2012) y haba (Yang y col., 2013). Estos resultados 
explican la mayor concentración de GABA observada en los germinados de judía tratados 
con ácido glutámico y ácido glutámico+quitosano. Por otra parte, el ácido ascórbico 
induce la expresión de proteínas implicadas en el metabolismo de aminoácidos como la 
glutamato sintetasa dependiente de ferredoxina (GS-Fd; EC 1.4.7.1) y la asparagina 
sintetasa (AS; EC 6.3.5.4) (Fercha y col., 2014). La GS-Fd cataliza un paso importante en 
la ruta de biosíntesis del glutamato (Chang y col., 2010). La AS cataliza la transferencia 
dependiente de adenosina trifosfato (ATP) del grupo amino de la glutamina a la molecula 
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de aspartato para generar glutamato y asparagina (Lea y col., 2007). Por tanto, la 
inducción de ambas enzimas por el ácido ascórbico podría aumentar la síntesis y 
acumulación de glutamato en los germinados de judía y, en consecuencia, aumentar la 
acumulación de GABA por la GD como se observó a los 4 días de germinación. En 
términos de efectividad, el tratamiento con ácido glutámico durante 8 días dio lugar a la 
mayor acumulación de GABA en los germinados de judía, alcanzándose concentraciones 
de 95 mg/100 g peso seco. Esta estrategia ha sido utilizada con éxito no sólo para 
enriquecer en GABA otros productos germinados de soja (Guo y col., 2012), arroz (Oh, 
2003), centeno (Limure y col., 2009) y mijo (Bai y col., 2009) sino también, recientemente, 
para enriquecer el salvado de arroz (Kim y col., 2015). Estudios de intervención en 
humanos han demostrado que el consumo de 10-20 mg de GABA diarios a través de 
productos enriquecidos previene la pre-hipertensión en individuos sanos (Inoue y col., 
2003; Pouliot-Mathieu y col., 2013). Teniendo en cuenta estos estudios y la concentración 
de GABA máxima alcanzada en el presente trabajo (Publicación I), el consumo de una 
ración de 45 g de germinados de judía frescos cubriría el 100% del aporte de GABA 
necesario para reducir el riesgo de pre-hipertensión. 
Para estudiar el efecto de los elicitores en el contenido total de polifenoles en los 
germinados fue necesario realizar una extracción en medio ligeramente alcalino para la 
posterior determinación de los compuestos fenólicos por el método de Folin-Ciocalteau. 
Los resultados indicaron que la germinación de judía pinta con ácido fólico durante 6 días 
y con ácido glutámico durante 6 y 8 días promovía una mayor acumulación en los 
compuestos fenólicos totales en comparación con el control. La mayor concentración de 
compuestos fenólicos totales (6,06 mg GAE/g peso seco) se encontró en los germinados 
de 8 días tratados con ácido glutámico. Estos resultados sugieren que la aplicación de 
soluciones de ácido glutámico 5 mM durante la germinación podría estimular la ruta de 
fenilpropanoides y, en consecuencia, favorecer la síntesis y acumulación de compuestos 
fenólicos en los germinados de judía. Estos resultados han sido descritos por primera vez 
en nuestro estudio y, hasta el momento, no se ha encontrado información que relacione el 
efecto del ácido glutámico en el metabolismo de los compuestos fenólicos. Nuestros 
resultados mostraron que el ácido fólico aumenta el contenido de compuestos fenólicos 
totales de acuerdo con lo observado por otros autores en germinados de guisante 
(Burguieres y col., 2007). Shetty y Walhqvist (2004) sugirieron que el ácido fólico podría 
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potencialmente servir como estimulador de la biosíntesis de prolina mediante la activación 
de la ruta de las pentosas fosfato a través de la cual se sintetizan algunos precursores de 
la síntesis de compuestos fenólicos. Los tratamientos con ácido ascórbico, quitosanos y 
ácido glutámico+quitosanos no resultaron efectivos para aumentar el contenido total de 
polifenoles en los germinados de judía, en contraste con la información recogida en la 
bibliografía donde se describe su efecto activador sobre la síntesis de compuestos 
fenólicos tanto en germinados como en plantas adultas (Burguieres y col., 2007; Randhir 
and Shetty, 2007; Jayaraj y col., 2009). La efectividad de los elicitores no sólo depende de 
la dosis, los intervalos de tratamiento y las condiciones ambientales, sino también de la 
genética de la planta, siendo este último factor el más importante (Aranega-Bou y col., 
2014). Por ejemplo, Pérez-Balibrea y col. (2011) observaron, al igual que en el presente 
trabajo realizado en la judía, que el tratamiento con quitosanos tampoco resulta efectivo 
para aumentar los compuestos fenólicos totales de germinados de brócoli. 
Con el objetivo de determinar si el tratamiento con elicitores mejoraba las 
actividades antioxidante e inhibidora de la ECA de los germinados de judía, primero se 
optimizó la extracción de proteínas, péptidos y polifenoles de las muestras. La extracción 
acuosa a pH 8 permitió la solubilización y extracción del total de proteínas y péptidos y del 
75% de los polifenoles totales de la judía. En estos extractos se evaluó la actividad 
antioxidante mediante el método ORAC. Los resultados indicaron que ningún tratamiento 
mejora de forma significativa la actividad antioxidante de los germinados de judía por 
mecanismos de transferencia de átomos de hidrógeno. Existen evidencias en la 
bibliografía que demuestran que los compuestos fenólicos contribuyen a la actividad 
antioxidante global de semillas y germinados (Burguieres y col., 2007; Xu y Chang, 2007; 
Aguilera y col., 2015), sin embargo, en nuestro estudio no hubo correlación entre el 
contenido total de polifenoles en los germinados y la actividad antioxidante de los 
extractos. Una posible explicación a estos resultados es que los tratamientos de judía con 
elicitores pueden afectar a la composición fenólica, como se ha demostrado previamente 
en germinados de brócoli tratados con ácido salicílico y metil jasmonato (Perez-Balibrea y 
col., 2011). La estructura química de los polifenoles tiene un papel muy importante en la 
actividad antioxidante. Estudios sobre la relación estructura-actividad antioxidante de 
polifenoles concluyen que el número y posición de grupos hidroxilo en la estructura básica 
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de los compuestos fenólicos afecta significativamente a su capacidad de atrapar radicales 
mediante mecanismos de donación de átomos de hidrógeno (Jing y col., 2012). 
Posteriormente, se evaluó la influencia de los elicitores en la actividad inhibidora de 
la ECA de los extractos. A los 6 días de germinación se observó una mayor actividad 
inhibidora de la ECA en los extractos de germinados tratados con ácido fólico, glutámico y 
glutámico+quitosanos en comparación con el control. De forma similar, en todos los 
germinados de 8 días tratados con elicitores se consiguió una actividad inhibidora de la 
ECA significativamente superior al control. Este resultado sugiere un efecto positivo de los 
elicitores sobre la actividad inhibidora de la ECA de los germinados de judía a tiempos 
prolongados de germinación (6 y 8 días), siendo estos resultados los primeros que 
describen la eficacia de distintos elicitores en mejorar la potencial actividad 
antihipertensiva de alimentos vegetales. La actividad inhibidora de la ECA en los 
germinados podría atribuirse a péptidos bioactivos, como se ha descrito previamente en 
lenteja (Bamdad y col., 2009). Durante la germinación se favorece la actividad y expresión 
de enzimas del metabolismo, como las cisteína proteasas, consideradas como las 
principales responsables de la degradación de proteínas de almacenamiento (Zakharov y 
col., 2004). También se ha descrito que algunos polifenoles son potentes inhibidores de la 
ECA (Guerrero y col., 2012) y, por tanto, podrían contribuir junto con péptidos inhibidores 
de esta enzima a la actividad inhibidora de la ECA global de los germinados de judía. 
Ya que la calidad funcional de un alimento o ingrediente está condicionada por la 
bioaccesibilidad de sus constituyentes bioactivos, se evaluó el efecto de la digestión 
gastrointestinal en la actividad inhibidora de la ECA en los extractos de germinados de 
judía. Para realizar este estudio se eligieron los germinados tratados con ácido glutámico 
durante 8 días por su mayor contenido en GABA y polifenoles totales. Los resultados 
mostraron que la actividad inhibidora de la ECA de los extractos era 89 veces superior a 
la del control después de la digestión. Estos resultados podrían deberse a la liberación de 
nuevos péptidos inhibidores de la ECA a partir de las proteínas del germinado, lo cual fue 
confirmado analizando el perfil proteico mediante electroforesis en geles de 
poliacrilamida. Por tanto, los resultados pusieron de manifiesto que la digestión aumenta 
la potencia inhibidora de la ECA de los germinados de judía pinta mediante la liberación 
de nuevos péptidos bioactivos. 
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En una segunda etapa de este estudio se evaluó el efecto del tratamiento con 
ácido ascórbico, fólico y glutámico durante 8 días sobre la composición de polifenoles en 
los germinados de judía pinta (Publicación II). Mediante cromatrografía líquida de alta 
eficacia acoplada a espectometría de masas se identificaron un total de 42 compuestos 
fenólicos en las semillas y los germinados de judía pinta. El mayor contenido de 
compuestos fenólicos en las semillas fueron derivados del ácido sinápico unido a ácido 
aldárico, a diferencia de otras variedades de judía en las que los compuestos fenólicos 
más abundantes fueron derivados del ácido ferúlico (Lin y col., 2008; López y col., 2013). 
Dentro del grupo de los flavonoides, las catequinas detectadas como aglicona y O-
glucósidos fueron los compuestos más abundantes en las semillas de judía. Las 
flavanonas (glucósidos de eriodictiol, hesperitina y naringenina), flavonoles (glucósidos de 
kanferol y quercetina) y antocianinas (glucósidos de pelargonidina, cianidina, y malvidina) 
también fueron identificados, aunque como compuestos minoritarios. Todos los 
flavonoides identificados en la judía pinta fueron descritos previamente en otras 
variedades de judía (Tolosa, Tolosana, mexicana roja, Generic y Jaguar) (Macz-Pop y 
col., 2006; Lin y col., 2008; López y col., 2013). En la mayoría de las variedades 
estudiadas hasta el momento, se ha descrito la presencia de proantocianidinas (López y 
col., 2013; Aguilera y col., 2015), compuestos que no fueron detectados en la judía pinta 
objeto de esta Memoria. La suma total del contenido de polifenoles libres en las semillas 
de judía pinta se encontró dentro del rango recogido en la bibliografía para diferentes 
variedades de judía (19,1-48,3 mg/100g) (Lopez-Amoros, y col., 2006; Luthira y Pastor 
Corrales, 2006; Lin y col., 2008). 
La germinación modificó cualitativa y cuantitativamente la composición fenólica de 
la judía pinta. De forma general, la germinación en agua disminuyó el contenido total de 
flavan-3-oles y antocianinas, que fue compensado con un aumento del total de flavanonas 
y flavonoles. La aparición de algunos compuestos fenólicos en los germinados (eriodictiol-
O-hexosido 2, quercetina glucurónido, kanferol glucurónido y kanferol acilhexósido) 
sugiere su síntesis de novo como consecuencia de la posible activación de enzimas de la 
ruta de fenilpropanoides. El descenso en la concentración de algunos compuestos puede 
ser atribuido a su solubilización y posterior eliminación en el agua de remojo (Khandelwal 
y col., 2010), o a la activación del metabolismo de polifenoles que incluye 4 rutas 
metabólicas: glicolítica, pentosas fosfato, ácido shikímico y fenilpropanoides. En cuanto al 
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contenido total de polifenoles libres, no se observaron diferencias significativas entre las 
semillas y las judías germinadas en agua, en contraste con algunos estudios que 
concluyen que la germinación aumenta la concentración total de polifenoles libres 
(Dueñas y col., 2009; Shohag y col., 2012; Tajodding y col., 2014). La activación de rutas 
específicas del metabolismo de compuestos fenólicos depende del tipo de leguminosa y 
de las condiciones de germinación (iluminación, temperatura y tiempo), lo que permite 
explicar las diferencias encontradas sobre el efecto de la germinación en el contenido y 
composición fenólica de diferentes leguminosas (Lopez-Amoros y col., 2006; Swieca y 
col., 2012). 
Como se ha mencionado anteriormente, la biosíntesis de compuestos fenólicos 
puede inducirse mediante el tratamiento de las semillas con elicitores durante la 
germinación. Nuestros resultados indicaron que el tratamiento de judías pintas con ácido 
ascórbico, fólico y glutámico durante 8 días de germinación promueve la síntesis y una 
mayor acumulación de algunos compuestos minoritarios como glucósidos de flavanonas 
(eriodictiol-O-hexósido 2 y eriodictiol-O-acilhexósido) y flavonoles (quercetina-3-O-
glucósido, kanferol-O-acilhexósido, isoramnetina-O-acilhexósido), encontrándose 
diferencias en la concentración de estos compuestos dependiendo del elicitor empleado. 
Por el contrario, el total de compuestos fenólicos disminuyó significativamente en los 
germinados tratados con los elicitores, en contraposición al aumento de polifenoles 
totales observado en el primer estudio (Publicación I). Estos resultados sugieren que 
existe un consumo de compuestos fenólicos para la biosíntesis y reorganización de la 
pared celular durante la germinación en respuesta al tratamiento con elicitores. En 
consonancia con esta hipótesis, Randhir y Shetty (2007) concluyeron que la irrigación de 
semillas de haba con ácido ascórbico durante la germinación aumenta la actividad de 
enzimas implicadas en procesos de modificación de la pared celular como la guaiacol 
peroxidasa y, en consecuencia, la proporción de ácidos fenólicos libres destinados al 
proceso de lignificación. A diferencia de nuestros resultados, otros autores observaron 
que el tratamiento con elicitores aumenta el contenido total de compuestos fenólicos 
libres (Shetty y col., 2003; Randhir y col., 2004; Burguieres y col., 2007; Swieca y col., 
2014). Estas diferencias podrían ser debidas al tipo de leguminosa, la naturaleza del 
elicitor, la dosis y el momento y duración del tratamiento (Baenas y col., 2014). Diferentes 
elicitores pueden estimular diferentes clases de compuestos fenólicos y afectar de 
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diferente manera a su concentración, siendo estos efectos más dependientes de la 
genética de la planta que de la naturaleza química del elicitor. Por ejemplo, el ácido 
ascórbico 500 µM y ácido fólico 50 µM son capaces de aumentar el contenido total de 
polifenoles libres en germinados de guisante (Burguieres y col., 2007) y haba (Rhandir y 
Shetty, 2007) a través de la activación de la ruta de las pentosas fosfato. Más 
recientemente, Swieca y col. (2014b) pusieron de manifiesto que la suplementación de 
lenteja con precursores de la ruta de fenilpropranoides (fenilalanina o tirosina 0,1 mM) 
aumentaba ligeramente el contenido total de fenoles y flavonoides en germinados de 4 
días. Estos efectos se relacionaron con la inducción de enzimas de la ruta de 
fenilpropanoides como la tirosina amonio liasa y la fenilalanina amonio liasa. Las 
diferencias observadas entre nuestro estudio y la bibliografía podrían también deberse a 
la metodología utilizada para la determinación del contenido total de polifenoles libres. La 
mayoría de los estudios realizados hasta el momento utiliza el método de Folin-Ciocalteau 
para la cuantificación del total de polifenoles libres en semillas y germinados tratados con 
elicitores. Este método es menos fiable ya que interfiere con compuestos nitrogenados y 
azúcares reductores y, por tanto, no se correlaciona siempre con la suma de la 
concentración de los compuestos individuales determinados por métodos cromatográficos 
(Siger y col., 2012). 
Otro de los objetivos planteados en esta Tesis Doctoral fue evaluar cómo afectaba 
la aplicación de elicitores a las actividades antioxidante e inhibidora de la ECA de la 
fracción fenólica de los germinados de judía pinta (Publicación II). En cuanto a la 
capacidad antioxidante, no se observaron cambios importantes, a excepción del 
tratamiento con ácido glutámico que produjo una ligera reducción de la actividad 
antioxidante de la fracción de compuestos fenólicos libres. En contraposición, estudios 
anteriores muestran que la utilización de elicitores como la fenilalanina y la tirosina 
aumentan la actividad antioxidante de germinados de lenteja, hecho relacionado con el 
aumento en la concentración total de polifenoles libres (Swieca y col. 2014a). En el 
presente estudio no se obtuvieron correlaciones estadísticamente significativas entre las 
variables concentración total de polifenoles libres y actividad antioxidante. Sin embargo, 
cabe destacar que el análisis de componentes principales relacionó positivamente la 
actividad antioxidante con el contenido total de catequinas, ácidos hidroxicinámicos e 
hidroxibenzoicos. Diferentes estudios han revelado el importante papel que juega la 
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estructura química de los polifenoles en su actividad atrapadora de radicales. Estudios 
previos han demostrado que los flavonoides presentan una capacidad antioxidante 
superior a los compuestos no flavonoideos. Las propiedades antioxidantes de los ácidos 
hidroxicinámicos han sido recientemente caracterizadas observándose que el ácido p-
cumárico exhibe la mayor capacidad de atrapar ERO, seguido del ácido ferúlico y los 
ácidos hidroxibenzoicos (Koroleva et al., 2014), los cuales están presentes en las semillas 
y germinados. Además de los compuestos fenólicos, otros antioxidantes adicionales como 
la melatonina y vitaminas podrían estar contribuyendo a la actividad antioxidante global 
de los germinados (Fernández-Orozco y col., 2008; Aguilera y col. 2015). 
Los extractos fenólicos de los germinados tratados con elicitores mostraron una 
actividad inhibidora de la ECA significativamente más alta que el control, observándose 
una mayor inhibición de la ECA en los extractos de germinados tratados con ácido fólico. 
Estos resultados vuelven a confirmar el efecto positivo del uso de elicitores para mejorar 
la potencial actividad antihipertensiva de los germinados de judía. Estudios anteriores han 
demostrado que ciertos flavonoides pueden actuar como inhibidores de la ECA y, por 
tanto, modular la presión arterial a través del SRAA (Aviram y Dornfeld, 2001; Guerrero y 
col., 2012). La quercetina y el kanferol son los inhibidores de la ECA más potentes 
descritos hasta el momento (Guerrero y col., 2012; Al Shukor y col., 2013). La elevada 
potencia de inhibición de la ECA mostrada por ciertos flavonoides está directamente 
relacionada con la combinación de varios elementos clave en la estructura química entre 
los que se incluye el grupo catecol del anillo B, el doble enlace entre el C2 y C3 del anillo 
C y el grupo cetona en el C4 del anillo C (Guerrero y col., 2012). Por tanto, la mayor 
potencia de inhibición encontrada en los extractos fenólicos de germinados tratados con 
elicitores podría deberse a su mayor contenido en algunos derivados de kanferol y 
quercetina. Adicionalmente, la concentración de eriodictyol-O-acilhexósido se 
correlacionó positivamente con la actividad inhibidora de la ECA (r = 0,789; p=0,02) 
pudiendo ser este compuesto también responsable de la mayor actividad de los extractos 
fenólicos de los germinados de judía pinta tratados con elicitores. 
En base a los resultados obtenidos, el tratamiento con elicitores como práctica 
habitual en la producción de germinados podría ser establecido como una herramienta 
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efectiva para enriquecer en compuestos bioactivos los germinados de judía y mejorar sus 
posibles propiedades antihipertensivas. 
 
5.2 Mejora del contenido de compuestos bioactivos y de las 
propiedades biológicas de judía y lenteja mediante fermentación. 
Obtención de ingredientes funcionales dirigidos a la prevención 
de la hipertensión. 
La fermentación se ha empleado en los alimentos desde tiempos ancestrales, 
existiendo referencias de esta tecnología en la literatura científica desde hace 30 años, si 
bien en los últimos diez años el número de artículos referentes a estudios de 
fermentación de alimentos se ha multiplicado por cinco (Borresen y col., 2012). Este 
incremento del número de investigaciones en este campo se debe al aumento de la 
popularidad de los productos fermentados, generalmente aquellos de origen lácteo, que 
en la actualidad tienen gran importancia en nuestra dieta, habiéndose estimado que 
constituyen el 25-30% de la dieta en Europa (Borresen y col., 2012; Bartkiene y col., 
2014). El empleo de esta tecnología en leguminosas es más reciente que en los 
alimentos de origen animal, pero ha demostrado ser muy eficaz en la eliminación de los 
factores no nutritivos, en la mejora de la digestibilidad proteica y en la reducción de la 
alergenicidad (Frias y col., 2008; Starzynska-Janiszewska y col., 2013). La mayor parte 
de los estudios sobre fermentación de leguminosas se han realizado en soja, donde se ha 
demostrado que este proceso da lugar a la formación de compuestos con efectos 
beneficiosos para la salud (Gibbs y col., 2004; Martínez-Villaluenga y col., 2012; Lee y 
col., 2013; Wang y col., 2013). Los estudios realizados para mejorar la acumulación de 
compuestos bioactivos en otras leguminosas son, sin embargo, muy escasos a pesar de 
que en Europa existen leguminosas autóctonas con un enorme potencial para la 
producción de ingredientes fermentados funcionales. Por este motivo, este trabajo de 
investigación se ha realizado en judías y lentejas, dos leguminosas ampliamente 
consumidas en España con alto contenido proteico y de compuestos fenólicos, que gozan 
de gran aceptación por parte del consumidor y que, sin embargo, han sido industrialmente 
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infrautilizadas para la producción de ingredientes/alimentos funcionales o productos 
nutraceúticos. 
Parte del trabajo de esta memoria se ha centrado en estudiar la viabilidad de dos 
procesos de fermentación diferentes: en estado sólido empleando B. subtilis y en estado 
líquido bien realizado de forma natural por la microbiota presente en las semillas o dirigido 
con la inoculación de L. plantarum. La fermentación en estado sólido presenta varias 
ventajas sobre la fermentación en estado líquido ya que es un proceso más simple y 
económicamente más rentable, de mayor productividad y con menor impacto ambiental 
(Couto y Sanromán, 2006). Sin embargo, esta técnica presenta también algunas 
desventajas como la dificultad en el control de los parámetros del proceso y en el 
escalado. Además, la fermentación en estado sólido es adecuada cuando están 
implicados hongos filamentosos o microorganismos que requieren menos actividad de 
agua, pero no puede emplearse con bacterias que requieren una actividad de agua 
elevada como las BAL (Babu y Satyanarayana, 1996). Dado que ambos procesos 
presentan ventajas e inconvenientes, el objetivo de la segunda parte de esta Memoria ha 
sido establecer una comparación entre ambos tipos de fermentación, con el fin de 
determinar el proceso más idóneo para maximizar propiedades antihipertensivas 
potenciales de lentejas y judías. Es importante señalar que todos los análisis se han 
realizado en extractos acuosos obtenidos de los productos fermentados derivados de 
judía y lenteja. La obtención de extractos acuosos puede considerarse un aspecto 
novedoso e interesante de esta Tesis Doctoral, ya que pueden emplearse como 
ingredientes en la elaboración de diferentes productos alimenticios con propiedades 
bioactivas. 
Las condiciones del proceso de fermentación (pH, temperatura, tiempo) son 
cruciales ya que condicionan el crecimiento de los microorganismos fermentativos y 
afectan a la expresión y actividad de las enzimas implicadas en la síntesis o 
biotransformación de los compuestos bioactivos presentes en las leguminosas. Por este 
motivo, en primer lugar, se evaluó el crecimiento de las poblaciones de bacterias 
fermentativas en las condiciones de fermentación seleccionadas, así como la evolución 
del pH, estrechamente relacionado con la proliferación microbiana ya que las bacterias 
producen metabolitos durante su crecimiento que acidifican o basifican el pH. Los 
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estudios realizados en lentejas castellanas (publicación III) y judías pintas (publicación IV) 
indicaron que durante la fermentación en estado líquido la población de BAL aumentó 
significativamente durante las primeras 48 h, y el crecimiento fue superior en la 
fermentación natural que en la realizada con L. plantarum. La viabilidad de la población 
de BAL se mantuvo constante hasta las 96 h en la fermentación natural, pero disminuyó 
significativamente en la fermentación con L. plantarum. La proliferación de esta población 
bacteriana durante la fermentación fue acompañada de una disminución del pH, que fue 
superior en las fermentaciones inducidas de judías y lentejas. Es bien conocido que los 
ácidos orgánicos liberados durante el metabolismo de las BAL tiene un efecto inhibitorio 
sobre la mayor parte de los microorganismos, fenómeno que explicaría la disminución 
drástica hasta niveles no detectables observada en las poblaciones de enterobacterias, 
hongos y levaduras durante las primeras 48 h de fermentación de lenteja. El efecto 
inhibitorio de los ácidos orgánicos se debe al aumento en la concentración de protones en 
el medio, que penetra en las células bacterianas y acidifica el citoplasma, inhibiendo las 
funciones metabólicas (Lambertt y Strattford, 1999). Ha sido previamente descrito que la 
proliferación de L. plantarum se inhibe a valores de pH intracelulares de 4,6-4,8, que se 
corresponden con valores de pH extracelulares cercanos a 3 (McDonald y col., 1990). El 
bombeo de protones desde el citoplasma al medio extracelular es energéticamente muy 
costoso (Begley y Gaham, 2005), por lo que  L. plantarum reduce significativamente la 
eliminación citoplasmática de protones a valores muy bajos de pH para ahorrar energía 
(Ramos y col., 2014). Este fenómeno podría explicar la disminución de la viabilidad de L. 
plantarum observada tanto en lentejas como en judías a las 96 h de fermentación, cuando 
se alcanzaron valores de pH de 3,5-3,7. En el curso de la fermentación en estado sólido 
de judías y lentejas, en cambio, se produjo una alcalinización del medio a medida que la 
población de B. subtilis fue proliferando. Este aumento de pH puede atribuirse a la 
elevada actividad proteolítica de esta bacteria sobre las proteínas de las leguminosas, 
que conduce a la liberación de aminoácidos que son, a su vez, metabolizados 
produciendo amonio (Sarkar, 1993; Allagheni y col., 1996). Los valores de pH alcanzados 
al final de la fermentación sólida están en el rango de los obtenidos por Chantawannakul 
y col. (2002) durante la fermentación de soja con B. subtillis a 37ºC durante 72 h. 
Otro de los objetivos de esta Tesis Doctoral fue la evaluación del efecto de la 
fermentación en el contenido de GABA de lentejas y judías. Los resultados obtenidos 
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pusieron de manifiesto que la concentración de este compuesto se incrementó 
significativamente durante el proceso de fermentación en estados sólido y líquido, tanto 
en judías como en lentejas, y este aumento fue dependiente del tiempo. El contenido de 
GABA, además, fue superior en los ingredientes obtenidos tras la fermentación en estado 
líquido que en los producidos por fermentación sólida. Liao y col. (2013) también 
observaron la acumulación de GABA en la judía adzuki fermentada en estado líquido con 
Lactococcus lactis y Lactobacillus rhamnosus durante 6 días. Los niveles de GABA 
encontrados en los extractos acuosos de lenteja y judía obtenidos a las 48 y 96 h de 
fermentación líquida fueron similares entre sí al mismo tiempo de fermentación, si bien la 
fermentación en estado sólido ocasionó un mayor contenido de GABA en los ingredientes 
derivados de lentejas que en los de judías. Estos resultados indican que la acumulación 
de GABA en las leguminosas depende no sólo del tipo de leguminosa, sino de los 
microorganismos implicados en el proceso. B. subtilis presenta menor capacidad de 
sintetizar GABA que otros microorganismos como las BAL (Park y Oh, 2006), fenómeno 
que explicaría los menores niveles de GABA observados en los ingredientes obtenidos 
mediante fermentación sólida que en los producidos por fermentación líquida. Además, el 
proceso de autoclavado al que se sometieron las semillas de lenteja y judía previamente 
a la fermentación en estado sólido podría haber inactivado la enzima GD endógena de 
ambas leguminosas, fenómeno que contribuiría a la baja producción de GABA durante 
este proceso de fermentación. Se ha descrito en la bibliografía que muchas especies de 
BAL, incluida L. plantarum, tienen la capacidad de sintetizar GABA al presentan el gen 
que codifica para la GD (Di Cagno y col., 2010). La actividad de la enzima GD endógena 
en judía y lenteja es, probablemente, también responsable del aumento de GABA durante 
la fermentación en estado líquido, ya que estudios previos han revelado una activación 
rápida de esta enzima en vegetales en respuesta a la manipulación mecánica, al bajo pH 
o a condiciones anaerobias (Akihiro y col., 2008). Nuestros resultados revelaron niveles 
de GABA significativamente superiores en los ingredientes derivados de lentejas y judías 
obtenidos mediante fermentación natural que en aquellos obtenidos con L. plantarum 
debido, sin duda, al mayor número de especies de BAL con actividad GD implicadas en la 
fermentación natural. El mayor pH observado durante la fermentación natural 
posiblemente contribuye también a la mayor acumulación de GABA en estos ingredientes 
que en los obtenidos por fermentación inducida, ya que se ha descrito que la cepa L. 
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plantarum DSM19463 sintetiza mayores niveles de GABA cuando el pH inicial de la 
mezcla de fermentación (mosto de uva) era 6.0 que cuando era 4.5 (Di Cagno y col., 
2010). 
Debido a que los compuestos fenólicos son antioxidantes naturales que tienen un 
efecto protector sobre el desarrollo de la hipertensión (Del Rio y col., 2013), consideramos 
que era interesante obtener ingredientes fermentados con elevado contenido en 
polifenoles. Por este motivo, se estudió la concentración de polifenoles solubles en los 
ingredientes obtenidos mediante ambos procesos de fermentación. Los resultados 
pusieron de manifiesto que la fermentación en estado líquido, en cualquiera de las dos 
modalidades ensayadas, no causó cambios o produjo una ligera disminución en el 
contenido de estos compuestos en los ingredientes derivados de lenteja y judía. Por el 
contrario, la fermentación en estado sólido resultó en un aumento significativo de los 
niveles de polifenoles solubles, que puede atribuirse a la producción de esterasas por B. 
subtilis. Estas enzimas hidrolizan enlaces tipos éster entre polifenoles y polisacáridos de 
la pared celular cuyas actividades óptimas se encuentran a valores de pH 5-7 (Acosta-
Estrada y col., 2014), hecho que justificaría los resultados obtenidos. El contenido en 
compuestos fenólicos en los extractos hidrosolubles de lentejas y judías obtenidos tras la 
fermentación con B. subtilis durante 48 y 96 h fue muy similar (31-36 mg GAE/g extracto), 
valores que están en el rango observado en extractos metanólicos de Thua Nao, producto 
derivado de la soja tras su fermentación con B. subtilis a 42ºC durante 24-72 h (Dajanta y 
col., 2011, 2013). Además, los ingredientes fermentados de judías y lentejas presentaron 
niveles superiores de compuestos fenólicos que los descritos previamente en extractos 
hidrosolubles o metanólicos de soja fermentada con esta bacteria a 30-42ºC durante 18-
48 h (Fernandez-Orozco y col., 2007; Juan y Chou, 2010). La fermentación natural 
produjo niveles ligeramente superiores de compuestos fenólicos solubles en los 
ingredientes de judía y lenteja que la inducida con L. plantarum, si bien las diferencias 
sólo fueron estadísticamente significativas en judías pintas. 
Las diferencias observadas en el contenido de compuestos fenólicos en los 
ingredientes de judía obtenidos mediante los tres procesos de fermentación estudiados, 
nos llevó a pensar que sería interesante analizar el efecto del tipo de fermentación en la 
composición fenólica de estos ingredientes. Los resultados revelaron diferencias 
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significativas en la composición de compuestos fenólicos de los ingredientes de judía 
obtenidos antes y después de la fermentación. Previamente a la fermentación sólida, los 
extractos acuosos iniciales de judía (SSF0) presentaron mayoritariamente ácidos 
hidroxicinámicos, como los ácidos p-cumárico, ferúlico y sinápico unidos a los ácidos 
aldárico y quínico, representando esta familia el 50% del contenido total de compuestos 
fenólicos. Estos resultados están de acuerdo con los observados por Luthria y Pastor-
Corrales (2006) en judía pinta. Las catequinas (23%), entre las que se identificaron la (+)-
catequina y la (+)-catequina hexóxido, constituyeron el segundo grupo mayoritario en los 
extractos SSF0, seguido por las flavanonas (13%), como los derivados de la hesperetina, 
naringenina y eriodicitol. Los flavonoles (5%), como los glucósicos de quercetina e 
isoramnetina, representaron el grupo minoritario. Los extractos obtenidos al inicio de la 
fermentación líquida (LSF0) presentaron diferente composición fenólica: las catequinas 
(45%) constituyeron el grupo mayoritario, seguido de los derivados hidroxicinámicos 
(40%) y las flavanonas (9.5%), mientras que los ácidos hidroxibenzoicos (4%) y los 
flavonoles (1%) fueron los grupos minoritarios. Estos extractos presentaron, además, 
antocianinas como derivados de la cianidina, la perlargonidina y la malvidina, compuestos 
que no fueron observados, sin embargo, en los extractos SSF0 debido a la inestabilidad 
de estos compuestos al tratamiento de autoclavado que tuvo lugar durante la preparación 
de las muestras. Gran parte de los compuestos identificados en judía pinta han sido 
previamente observados en judía negra     (P. vulgaris var. Tolosana) (López y col., 2013). 
La fermentación ocasionó cambios tanto cualitativos como cuantitativos en la 
composición fenólica de los ingredientes de judía pinta. El contenido de ácidos p-
hidroxibenzoicos aumentó significativamente en los extractos obtenidos tras la 
fermentación en estado sólido  debido, posiblemente, a su síntesis a partir de las 
hemicelulosas de la judía por la acción de B. subtilis (Reddy y Krishnan, 2013). Por el 
contrario, la concentración de estos compuestos disminuyó tras la fermentación de judías 
en estado líquido, en mayor medida tras la fermentación natural, hecho que puede 
atribuirse al metabolismo del ácido p-hidroxibenzoico por las enzimas descarboxilasas 
presentes en las BAL (Rodríguez y col., 2008). Los compuestos hidroxicinámicos 
aumentaron también durante la fermentación en estado sólido, si bien la fermentación en 
estado líquido no produjo cambios en la concentración de estos compuestos, con la 
excepción de la fermentación natural durante 96 h, que incrementó su contenido. El 
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aumento de ácidos hidroxicinámicos durante la fermentación de judía carilla con BAL ha 
sido previamente descrito por Dueñas y col. (2005). Los niveles de catequinas 
disminuyeron significativamente tras la fermentación tanto en estado sólido como líquido, 
hasta alcanzar niveles no detectables en el caso de la fermentación sólida. La 
disminución de las catequinas en forma monomérica podría explicarse por su 
polimerización durante el proceso de fermentación para dar lugar a la formación de 
procianidinas poliméricas que no se detectaron en las condiciones analíticas empleadas 
en este trabajo. El contenido en flavanonas no se modificó durante la fermentación en 
estado sólido, si bien la concentración de flavonoles se redujo significativamente por 
debajo del límite de detección. La disminución de ambas familias de compuestos durante 
la fermentación de soja con B. subtilis ha sido también observada recientemente (Dueñas 
y col., 2012). Los ingredientes obtenidos mediante fermentación líquida mostraron un 
menor contenido de flavanonas y flavonoles que los obtenidos a partir de judía no 
fermentada, debido a su catabolismo por parte de las BAL, como ha sido previamente 
demostrado (Tabasco y col., 2011). No se observaron antocianinas en ninguno de los 
extractos de judías pintas fermentadas, posiblemente debido a su degradación durante el 
proceso de fermentación. 
Otro de los aspectos estudiados en esta Tesis Doctoral fue la proteólisis producida 
en los ingredientes fermentados derivados de judía y lenteja, ya que se ha demostrado 
que durante la fermentación de leguminosas como la soja se pueden liberar péptidos 
bioactivos por acción de las proteasas microbianas (Shin y col., 2001; Wang y col., 2013). 
Los niveles de proteólisis durante la fermentación de lentejas castellanas se evaluaron 
mediante la determinación de los grupos amino libres liberados durante el proceso. Los 
resultados obtenidos pusieron de manifiesto un aumento significativo de los grupos amino 
libres después de la fermentación líquida, tanto natural como inducida, si bien la hidrólisis 
proteica fue significativamente superior en la primera. En cambio, la fermentación con B. 
subtilis ocasionó un ligero aumento en la liberación de grupos amino libres, pero no fue 
significativo. Estos resultados fueron inesperados ya que B. subtilis se caracteriza por una 
alta capacidad hidrolítica sobre las proteínas de leguminosas (Sarkar y col., 1993; 
Chantawannakul y col., 2002). Sin embargo, el tratamiento de autoclavado al que se 
sometió a las semillas previamente a su fermentación podría ser el responsable de la baja 
hidrólisis de proteínas observada durante la fermentación en estado sólido. Se ha descrito 
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que las globulinas oligoméricas, que constituyen las proteínas mayoritarias de las 
legumbres, se disocian en sus correspondientes monómeros cuando son sometidas a 
tratamiento térmico y, posteriormente, se reagregan formando complejos de alto peso 
molecular estabilizados por interacciones hidrofóbicas y puentes disulfuro, disminuyendo 
su susceptibilidad a la proteólisis (Carbonaro y col., 2014). Estos autores han observado 
que tras el autoclavado de leguminosas se forman agregados intermoleculares entre las 
estructuras secundarias de lámina , muy abundantes en leguminosas, fenómeno que 
explicaría la baja proteólisis observada en los ingredientes de lenteja castellana obtenidos 
por fermentación con B. subtilis. En judías pintas, la fermentación líquida también 
ocasionó mayor liberación de péptidos que la realizada en estado sólido, aunque en esta 
última se observó un aumento significativo en el contenido de péptidos tras 48 y 96 h de 
fermentación con respecto a la judía no fermentada. El aumento de la producción de 
péptidos durante la fermentación sólida sólo se observó en la judía, y no en la lenteja, 
fenómeno que puede atribuirse a que la susceptibilidad a la hidrólisis de la faseolina, 
proteína mayoritaria en judías, aumenta con la desnaturalización, a diferencia de lo que 
ocurre en otras globulinas de legumbres (Deshpande y Damodaran, 1989; Carbonaro y 
col., 2014) siendo, por tanto, más fácil su hidrólisis por las proteasas de B. subtilis. En 
cambio en lentejas, la desnaturalización producida durante el autoclavado conduciría a 
una resistencia a la hidrólisis de las globulinas por las proteasas de esta bacteria. 
Una vez evaluado el efecto de la fermentación en la formación de compuestos 
bioactivos en los ingredientes derivados de lenteja y judía, el siguiente objetivo consistió 
en estudiar las propiedades bioactivas de estos ingredientes centrándonos en la 
evaluación de las actividades antioxidante e inhibidora de la ECA. Los resultados 
revelaron un aumento de la actividad antioxidante de los ingredientes de lenteja tras la 
fermentación natural realizada durante 48 h, aunque al aumentar la duración del proceso 
a 96 h no se mejoró la actividad antioxidante de los extractos. En cambio, la fermentación 
con L. plantarum durante 48 o 96 h no causó cambios significativos en la actividad 
antioxidante de los ingredientes, si bien a las 96 h estos extractos presentaron una 
actividad antioxidante más elevada que los obtenidos mediante fermentación natural. La 
fermentación con B. subtilis no produjo cambios significativos en la actividad antioxidante 
de los ingredientes de lenteja, que fue inferior a la de los extractos obtenidos mediante 
fermentación líquida. En la judía, por el contrario, la fermentación con B. subtilis durante 
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48 y 96 h ocasionó un notable incremento de la actividad antioxidante. Los ingredientes 
así obtenidos presentaron mayor actividad antioxidante que los obtenidos mediante 
fermentación líquida con BAL, en la que sólo se observaron diferencias significativas en la 
actividad antioxidante durante 48 h de fermentación natural. El aumento de los niveles de 
ácidos hidroxicinámicos e hidroxibenzoicos, cuya capacidad atrapadora de radicales de 
oxígeno ha sido recientemente descrita (Koroleva y col., 2014), podría explicar en parte el 
aumento de la actividad antioxidante en los extractos de judía obtenidos mediante 
fermentación sólida. Los resultados observados en la judía fermentada están de acuerdo 
con los obtenidos por Fernández-Orozco y col. (2007), quienes observaron que la 
fermentación de soja con B. subtilis condujo a un aumento más pronunciado de la 
actividad antioxidante de esta leguminosa que la fermentación natural. Sin embargo, 
estos resultados difieren sustancialmente de los observados en la lenteja. Las diferencias 
en actividad antioxidante entre diferentes leguminosas fermentadas sugieren que los 
compuestos antioxidantes experimentan diferentes modificaciones durante el proceso de 
fermentación, que van a depender de la composición de la leguminosa, del tipo de 
microorganismo implicado en la fermentación, de las condiciones de fermentación y del 
método de preparación de los extractos en los que se determina la actividad antioxidante. 
Tanto los péptidos liberados durante la fermentación por acción de las proteasas 
bacterianas como los compuestos fenólicos presentes en las leguminosas pueden 
contribuir a la actividad atrapadora de radicales peroxilo determinada mediante el método 
ORAC. Así mismo, otros compuestos antioxidantes como las vitaminas y la melatonina 
formados durante la fermentación podrían contribuir a la actividad antioxidante global de 
los ingredientes fermentados de lenteja. 
Con el fin de establecer la contribución de ambos compuestos en la actividad 
antioxidante de los ingredientes fermentados de judía y lenteja se evaluó si existía 
correlación entre ellos. El alto coeficiente de correlación  observado en los ingredientes de 
judía entre la concentración de compuestos fenólicos solubles y la actividad antioxidante 
(r=0,94) sugiere la gran contribución de estos compuestos en la actividad antioxidante de 
los extractos, fenómeno no observado para la lenteja, donde se encontró una correlación 
negativa. Los compuestos fenólicos son considerados antioxidantes naturales, si bien la 
capacidad de atrapar radicales mediante mecanismos de donación de átomos de 
hidrógeno depende en gran media de su estructura química (Kurek-Górecka y col., 2014) 
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y del número y posición de grupos hidroxilo en su estructura (Jing y col., 2012). De ahí 
que las diferencias en la composición fenólica entre los ingredientes de lenteja y la judía 
fermentadas podrían explicar la diferente correlación encontrada entre el contenido de 
compuestos fenólicos y los valores de ORAC. 
Con el objeto de conocer qué compuestos fenólicos están principalmente 
implicados en la actividad antioxidante de los ingredientes fermentados, se realizó un 
análisis de componentes principales con los resultados obtenidos para los extractos de 
judías fermentadas. Este análisis indicó que los compuestos no flavonoideos (ácidos 
hidroxibenzoicos y compuestos hidroxicinámicos) se correlacionaron positivamente con la 
actividad antioxidante de los extractos. Estos resultados están de acuerdo con los 
observados por Dueñas y col. (2007), quienes encontraron una elevada correlación entre 
el contenido de ácido p-hidroxibenzoico y ácido trans-p-coumaroil-málico y la actividad 
antioxidante de lentejas fermentadas. 
El bajo grado de proteólisis observado durante la fermentación de judía en estado 
sólido sugiere que el aumento de la actividad antioxidante de los ingredientes así 
obtenidos no puede ser atribuída a la formación de péptidos antioxidantes durante el 
proceso. Esta hipótesis fue corroborada por la correlación negativa (r=-0,77) observada 
entre los valores de ORAC y el contenido de péptidos. 
El último objetivo de este trabajo de Tesis Doctoral fue la evaluación de la actividad 
inhibidora de la ECA en los ingredientes de lenteja y judía fermentadas ya que, como se 
ha explicado en la introducción, esta enzima está implicada en la regulación de la presión 
sanguínea. La obtención de alimentos con elevada actividad inhibidora de la ECA 
constituiría un método económico y eficaz de reducir la presión sanguínea. En lenteja, los 
resultados revelaron que la fermentación natural causó un aumento de la actividad 
inhibidora de la ECA, desde valores de inhibición del 67% en los ingredientes no 
fermentados hasta valores superiores al 90% en las fermentaciones llevadas a cabo 
durante 48 y 96 h. La fermentación de lentejas castellanas con L. plantarum proporcionó 
ingredientes con una actividad inhibidora de la ECA significativamente superior a las 48 h, 
si bien no se observaron diferencias significativas entre los dos tipos de fermentación a 
las 96 h. La fermentación con B. subtilis también causó un aumento de la actividad 
inhibidora de esta enzima, pero ésta fue muy inferior a la encontrada en los ingredientes 
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obtenidos mediante fermentación con BAL. En judías pintas, en cambio, la actividad 
inhibidora de la ECA fue muy elevada en los ingredientes no fermentados (88-96%), 
fenómeno que puede atribuirse al alto contenido en compuestos fenólicos de las semillas, 
como se ha discutido anteriormente, resultados también observados por Juan y col. 
(2010) en extractos acuosos de soja. La fermentación natural durante 48 y 96 h causó 
una disminución ligera aunque significativa de la actividad inhibidora de la ECA en los 
ingredientes de judía, mientras que los obtenidos con L. plantarum sólo mostraron valores 
significativamente más bajos a las 96 h de fermentación. En ambos casos, no obstante, 
se obtuvieron ingredientes con actividad inhibidora de la ECA superiores al 90%. La 
fermentación con B. subtilis, sin embargo, causó una importante reducción de la actividad 
inhibidora de esta enzima, hasta valores del 34% tanto a las 48 h como a las 96 h. La 
mejora de la actividad inhibidora de la ECA de los extractos de lenteja tras la 
fermentación líquida podría estar relacionada con la producción de péptidos con esta 
actividad, en vista de la elevada actividad proteolítica de las BAL observada durante el 
proceso. Estos resultados son novedosos ya que se han obtenido por primera vez 
extractos hidrosolubles de lentejas castellanas con potencial actividad antihipertensiva 
mediante fermentación con BAL. En judías pintas, en cambio, el bajo grado de proteólisis 
observado sugiere que la liberación de péptidos no sería la responsable de la elevada 
actividad inhibidora de la ECA de los ingredientes obtenidos mediante fermentación en 
estado líquido, pareciendo estar relacionada más bien con la composición fenólica 
específica de estos extractos. El análisis de componentes principales confirmó esta 
hipótesis, ya que el contenido de catequinas se correlacionó positivamente con la 
actividad inhibidora de la ECA de estos ingredientes. En este sentido, se ha descrito que 
los compuestos flavonoides, debido a su estructura, son potentes inhibidores de la ECA 
(Guerrero y col., 2012). Los resultados obtenidos en judías y lentejas pusieron de 
manifiesto que con la fermentación con B. subtilis se obtienen ingredientes con baja 
actividad inhibidora de la ECA. Estos resultados difieren de los obtenidos por Juan y col., 
(2010) que encontraron un aumento muy pronunciado de la actividad inhibidora de esta 
enzima tras la fermentación de la soja con B. subtilis a 40ºC durante 18 h. Esta bacteria 
produce diversas proteasas, como las serín proteasas alcalinas y proteasas neutras 
(Çalík y col., 1998). La hidrólisis de las proteínas por estas enzimas con la consiguiente 
producción de péptidos de cadena corta ha sido sugerida como una de las principales 
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causas responsables del aumento de la actividad inhibidora de la ECA observada en 
extractos acuosos de soja fermentada (Okamoto y col., 1995; Kuba, 2003; Juan y col., 
2010). Sin embargo, la baja proteólisis observada durante la fermentación sólida de 
lentejas y judías sugiere que la producción de péptidos bioactivos no es la responsable de 
la alta actividad inhibidora de la ECA observada. La heterogeneidad en la composición de 
proteínas de las leguminosas analizadas y las diferentes condiciones de fermentación 
empleadas explicarían las diferencias en la producción de péptidos inhibidores de la ECA 
en los diversos estudios. Por otro lado, la existencia de enzimas -glucosidasas, tanasas 
y esterasas ha sido previamente descrita en algunas cepas de B. subtilis (Kuo y col., 
2006, 2012; Jana y col., 2013; Gall y col., 2014). La biotransformación de los compuestos 
fenólicos por estas enzimas a compuestos con actividad inhibidora de la ECA podría 
contribuir al aumento de esta actividad en los extractos de lentejas obtenidos mediante 
fermentación sólida. En cambio, en los ingredientes de judía fermentados se observó una 
correlación positiva entre los flavonoles y las catequinas con la actividad inhibidora de la 
ECA. El contenido de ambos compuestos disminuyó durante la fermentación con B. 
subtilis a 48 y 96 h hasta niveles no detectables, hecho que explicaría la disminución de la 
actividad inhibidora de la ECA observada en estos ingredientes. 
Estos resultados ponen de manifiesto que mediante la fermentación en estados 
líquido y sólido de lentejas castellanas y judías pintas se pueden conseguir ingredientes 
con potenciales propiedades antihipertensivas que pueden utilizarse para la elaboración 
de alimentos funcionales para la prevención y control de la presión arterial. 
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6. Conclusiones 
1 El tipo de elicitor (ácido ascórbico, ácido fólico, ácido glutámico, quitosanos y ácido 
glutámico con quitosanos) y el tiempo de germinación a 20ºC, en oscuridad y un 95% 
de humedad relativa afectó de forma diferente al contenido de GABA, compuestos 
fenólicos totales y a las actividades antioxidante e inhibidora de la ECA de los 
germinados de judía pinta. 
2 El tratamiento con ácido ascórbico, ácido fólico, ácido glutámico, quitosanos y ácido 
glutámico con quitosanos durante 8 días no modificó el patrón de las proteínas de 
almacenamiento durante la germinación ni el perfil peptídico en los germinados de 
judía pinta. 
3 El tratamiento con ácido glutámico durante 8 días fue el más efectivo en la 
acumulación de GABA y compuestos fenólicos totales en los germinados de judía 
pinta. Por otro lado, este elicitor aumentó la actividad inhibidora de la ECA y no mostró 
un efecto positivo en la actividad antioxidante. 
4 La aplicación de ácido ascórbico, ácido fólico o ácido glutámico modificó el contenido, 
composición y actividad inhibidora de la ECA de los compuestos fenólicos en los 
germinados de judía pinta a los 8 días. Todos los elicitores ocasionaron una 
disminución de la concentración de compuestos fenólicos libres, aunque se observó la 
acumulación específica de algunos glucósidos de flavanonas y flavonoles y una 
mejora de la actividad inhibidora de la ECA, sobre todo con la aplicación de ácido 
fólico. 
5 La fermentación en estados líquido y sólido de lentejas castellanas y judías pintas 
favoreció sus propiedades antihipertensivas potenciales aunque tuvieron diferente 
influencia sobre el contenido de GABA, compuestos fenólicos totales, péptidos 
solubles y en las actividades antioxidante e inhibidora de la ECA. 
6 La fermentación líquida natural de lentejas castellanas fue el proceso más eficaz para 
maximizar el potencial antihipertensivo al producir la mayor síntesis de GABA, 
péptidos solubles y elevadas actividades antioxidante e inhibidora de la ECA. 
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7 La fermentación sólida de judías pintas mejoró el contenido de compuestos fenólicos 
solubles, de ácidos fenólicos y la actividad antioxidante, mientras que la fermentación 
líquida causó un aumento del contenido de GABA, de derivados hidroxicinámicos y de 
la actividad inhibidora de la ECA. 
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